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RESUMEN

La inflamacién crénica y el estrés oxidativo son factores clave en la aparicion y
progresion de diversas afecciones cutaneas. En este estudio se evaluo el efecto
de un extracto enriquecido con solanesol, obtenido a partir de Nicotiana tabacum
L., sobre la reduccion del estrés oxidativo en modelos celulares in vitro. Para ello,
se utilizaron hebras de tabaco tipo Burley sometidas a extraccion asistida por
ultrasonido con etanol, seguidas de fraccionamiento cromatografico en columna
clasica y estandarizacion por técnicas cromatograficas. El extracto crudo
presenté la mayor actividad antioxidante en el ensayo DPPH, alcanzando un 90%
de inhibicién con un ICs, de 0,89 ug/mL, valor superior al obtenido con Trolox.
Asimismo, inhibié un 55% la formacion del radical hidroxilo y, en lineas celulares
EA.hy926, redujo en mas de 60% la generacion de especies reactivas de
oxigeno, sin mostrar citotoxicidad significativa. Estos resultados confirman el alto
potencial terapéutico del solanesol como agente antioxidante y protector celular.
Ademas, proponen una estrategia innovadora de valorizacion de los residuos de

la industria tabacalera, al emplearlos como fuente de compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

Chronic inflammation and oxidative stress are key factors in the onset and
progression of various skin disorders. This study evaluated the effect of a
solanesol-enriched extract obtained from Nicotiana tabacum L. on the reduction
of oxidative stress in in vitro cellular models. Burley-type tobacco strands were
subjected to ultrasound-assisted ethanol extraction, followed by classical column
chromatographic fractionation and standardization using chromatographic
techniques.The crude extract showed the highest antioxidant activity in the DPPH
assay, achieving 90% inhibition with an ICs, of 0.89 ug/mL, outperforming Trolox.
It also inhibited 55% of hydroxyl radical formation and reduced more than 60% of
reactive oxygen species, generation in EA.hy926 cell lines, without showing
significant cytotoxicity.These findings confirm the high therapeutic potential of
solanesol as an antioxidant and cellular protective agent. Furthermore, they
propose an innovative strategy for valorizing tobacco industry residues by using
them as a source of bioactive compounds with potential applications in

dermatology and cosmetics.

XV



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

1. INTRODUCCION

El envejecimiento poblacional ha adquirido una creciente relevancia en las
ultimas décadas, evidenciado por el aumento sostenido del numero de personas
mayores de 60 afios en comparacion con periodos anteriores (Cabrera, 2020).
Este fendmeno plantea importantes desafios para la salud publica,
especialmente en lo relativo al deterioro progresivo de las funciones cutaneas
asociado al envejecimiento. Estas alteraciones incrementan la susceptibilidad a
lesiones dérmicas y diversas enfermedades, y se acomparan de modificaciones
estructurales lo que incrementa la sensibilidad a la radiacion ultravioleta (UV),
asi como una menor capacidad de reparacién del ADN, factores todos que

contribuyen al desarrollo de procesos carcinogénicos (Noels, 2019).

En este contexto, es importante considerar que, ademas del envejecimiento
intrinseco, diversos factores no bioldgicos exacerban el deterioro cutaneo. Entre
ellos, las radiaciones UV, la polucion ambiental y el estrés crénico destacan como
agentes capaces de inducir dafio molecular y desencadenar una amplia variedad
de afecciones cutaneas (A. Alvarez, Rodriguez, JM. y Salas, A, 2020). De hecho,
patologias como el fotoenvejecimiento, la dermatitis, la queratosis actinica,

diversas enfermedades inflamatorias e incluso ciertos tipos de carcinoma
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cutdaneo, han sido asociadas con la exposicion cronica a estos factores

ambientales (Kafle, 2019).

Tanto el estrés oxidativo como la inflamacién crénica constituyen mecanismos
clave en la fisiopatologia de muchas de estas afecciones cutaneas. En este
sentido, el solanesol ha emergido como un compuesto bioactivo de interés,
debido a su potencial para mitigar estos procesos. Diversos estudios han
demostrado que el solanesol es capaz de neutralizar especies reactivas de
oxigeno, proteger las membranas celulares frente al dafio inducido por radiaciéon
UV y favorecer la reparacion del ADN en células danadas (H. Wang, Gao, Y., &
Zhang, Y 2020). Ademas, su efecto antiinflamatorio podria contribuir a reducir la
inflamacion cronica asociada a la exposicion solar, promoviendo con ello la

regeneracion de la piel.

Este metabolito secundario ha sido reconocido como precursor en la sintesis de
compuestos de alto valor agregado, como la coenzima Q10, la vitamina K2 y
diversas ubiquinonas. Ademas, se ha documentado su amplio espectro de
actividades biolégicas, incluyendo efectos antioxidantes, antiinflamatorios e
inmunomoduladores, lo que lo posiciona como un candidato promisorio para el

disefio de nuevas estrategias terapéuticas (Kumar, 2015; Ren, 2017).
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El tabaco se reconoce como la principal fuente vegetal para la obtencion de
solanesol. Sin embargo, la produccion primaria destinada a este fin implica un
elevado costo ambiental y econdmico. En este contexto, resulta mas pertinente
orientar la atencion hacia los residuos generados por la industria tabacalera, los
cuales representan un subproducto abundante y subutilizado. El
aprovechamiento de estos desechos no solo contribuiria a mitigar el impacto
ambiental asociado a su acumulacion, sino que ademas permitiria revalorizar un
material considerado problematico, transformandolo en una fuente alternativa y

sostenible para la obtencion de solanesol. (Farfan, 2023; X. Huang, 2019).

Esta revalorizacion no solo contribuiria a modificar la percepcién social negativa
del tabaco, sino que permitiria emplear sus subproductos como materia prima en
el desarrollo de tratamientos innovadores. Esta propuesta se alinea con los
principios de sostenibilidad y con la busqueda de soluciones terapéuticas mas

seguras, eficaces y estéticamente aceptables (Chacén, 2018).

En este marco, y considerando la necesidad de desarrollar terapias alternativas
a partir de cultivos agricolas tradicionales con alto contenido de compuestos
bioactivos, se plantea la siguiente hipdtesis y objetivos de la presente

investigacion:
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Hipotesis

El extracto obtenido de Nicotiana tabacum L. enriquecido con solanesol presenta
propiedades antioxidantes significativas, lo que contribuiria a la reduccion del
estrés oxidativo sobre modelos celulares in vitro asociado a afecciones

cutaneas.

Objetivo General

Evaluar las propiedades antioxidantes de un extracto obtenido desde Nicotiana
tabacum L. enriquecido con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo in vitro

asociado a afecciones cutaneas.

Objetivos especificos

1. Obtener un extracto con contenido de solanesol de las hojas de Nicotiana
tabacum L. de los desechos generados en la industria tabacalera.
2. Evaluar la capacidad antioxidante del extracto obtenido de Nicotiana tabacum

L., con presencia de solanesol, mediante ensayos in vitro.
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3. Determinar el efecto protector contra el estrés oxidativo del extracto obtenido
de Nicotiana tabacum L., con presencia de solanesol, en lineas celulares
EAhy926.

4. Evaluar las propiedades fisicoquimicas de una formulacién en gel elaborada

a base del extracto obtenido de Nicotiana Tabacum L.



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

2. MARCO TEORICO

2.1. Antioxidantes

2.1.1. Aspectos Generales

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) constituye un proceso
fisiolégico inherente al metabolismo celular, especialmente durante la respiracion
mitocondrial. No obstante, cuando la produccion de estas especies excede la
capacidad del sistema de defensa antioxidante del organismo, se desencadena
una condicidn conocida como estrés oxidativo. Este fendmeno ha sido
ampliamente vinculado al envejecimiento celular y al desarrollo de multiples
patologias cronicas, tales como el cancer, la diabetes mellitus y diversas

enfermedades neurodegenerativas (Halliwell, 2007).

Frente a esta amenaza, las células disponen de un sofisticado sistema
antioxidante enddgeno, compuesto por enzimas que desempefan un rol

fundamental en la neutralizacién de los ROS (Finkel, 2011).

En términos generales, se considera antioxidante a cualquier sustancia que, en
bajas concentraciones, es capaz de retardar o inhibir significativamente la

oxidacion de un sustrato, contribuyendo asi a la proteccion de estructuras
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celulares y tisulares (Quezada, 2015). Ademas de su funcion neutralizadora,
estos compuestos se asocian con una disminucién del riesgo de enfermedades
vinculadas al dano oxidativo, tales como patologias cardiovasculares y procesos

de envejecimiento prematuro (Valko, 2007).

Sin embargo, la capacidad del sistema enddgeno resulta, en muchas ocasiones,
insuficiente para contrarrestar completamente el exceso de radicales libres, por
lo que se hace necesaria la incorporacion de antioxidantes exdégenos a través de

la dieta.

2.1.2. Clasificacion

El sistema antioxidante del organismo se caracteriza por su notable complejidad
y diversidad funcional. Los compuestos antioxidantes pueden clasificarse
atendiendo a distintos criterios: su localizacién (intracelular o extracelular), su
solubilidad (hidrosolubles o liposolubles), su origen (enddgenos o exdégenos) y su
mecanismo de accidén. Esta clasificacidon resulta fundamental para comprender el
modo en que estos compuestos actuan frente al estrés oxidativo (Halliwell,

2007).
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Desde una perspectiva funcional, los antioxidantes pueden dividirse en
enzimaticos y no enzimaticos. El primer grupo incluye a enzimas como la
superoéxido dismutasa (SOD), que convierte el anidn superéxido en peroxido de
hidrogeno; este ultimo es posteriormente reducido por la glutation peroxidasa

(GPx), lo que evita la acumulacién de especies altamente toxicas (Finkel, 2011).

La catalasa (CAT) y la glutation reductasa también resultan esenciales, al
participar activamente en la descomposicion del peroxido de hidrégeno, uno de
los ROS mas dafiinos para las estructuras celulares (Gleberzon, 2012). Estas
enzimas desempefian un papel crucial en la homeostasis redox a nivel

intracelular.

Otra clasificacion relevante distingue entre antioxidantes enddgenos y exogenos.
Los primeros son sintetizados de manera natural por el organismo y resultan
indispensables para el mantenimiento del equilibrio redox en condiciones
fisiolégicas (Halliwell, 2007). En cambio, los antioxidantes exdégenos provienen
de fuentes externas, particularmente de la alimentacion, y refuerzan las defensas
celulares frente al estrés oxidativo. Estos compuestos, entre los que se incluyen
el glutation (GSH), las vitaminas A, C y E, asi como la coenzima Q10, los
carotenoides y los polifenoles, ejercen su efecto protector principalmente a través
de la interaccion directa con los ROS, minimizando asi el dafio a macromoléculas

biolégicas (Dong, 2012). La principal fuente de estos antioxidantes exdégenos son
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los alimentos de origen vegetal, destacando especialmente frutas, hortalizas y

productos derivados de plantas.

La solubilidad de los antioxidantes también influye significativamente en su
localizacion y funcion. Los compuestos hidrosolubles, como el acido ascorbico
(vitamina C) y el glutation, se encuentran predominantemente en el citoplasma y
en los fluidos extracelulares. En contraste, los antioxidantes liposolubles, como
la vitamina E, se incorporan en las membranas celulares, donde previenen la
peroxidacién lipidica (Dong, 2012; Valko, 2007). Esta distribucion diferencial
permite una proteccién eficaz y complementaria frente a diversas fuentes de
estrés oxidativo, garantizando la integridad estructural y funcional de los sistemas

bioldgicos.

2.1.3. Mecanismos de Accion

Los antioxidantes ejercen su accion protectora mediante diversos mecanismos,
todos ellos orientados a prevenir el dano oxidativo a nivel celular. Su funcion
principal consiste en neutralizar los radicales libres mediante la cesion de
electrones, impidiendo asi que estas especies reactivas interactien con
componentes esenciales como el ADN, las proteinas o los lipidos de membrana.

9
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En términos generales, los mecanismos de accion de los antioxidantes pueden

agruparse en tres categorias principales, como se resume en la Tabla 1 (Sies,

2014): (1) la eliminacion directa de ROS, (2) la interrupcién de las cadenas de

reaccion oxidativa, y (3) la quelacion de metales de transicidon que catalizan la

formacion de especies reactivas. Cada uno de estos mecanismos contribuye, de

manera sinérgica, a preservar la homeostasis celular y reducir el impacto del

estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos.

Tipo de defensa

Prevencion

Eliminadores de
radicales

Reparacion y
Sintesis de Novo

RL: radicales libres

Mecanismo de accion

Impiden la formacion del RL:
-Descomposicion del H20;

-Quelacion de metales
Inhiben el inicio de la cadena

y rompen la propagacion

Reparan los dafios

y reconstituyen la membrana

Antioxidante

Catalasa, Glutation
peroxidasa, Superoéxido
dismutasa, Transferrina

¢ Solanesol?
Vitamina (A, E, C),

Coenzima Q10, Flavonoides
y Polifenoles

¢ Solanesol?

Enzimas de reparacion del
ADN, Proteasas,
Transferasas

Tabla 1: Mecanismo de accion de los antioxidantes. Tomado de (Zuluaga, 2012)
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En conjunto, estos mecanismos permiten que los antioxidantes actuen como una
primera linea de defensa frente al estrés oxidativo, manteniendo el equilibrio
redox y protegiendo la integridad funcional de las células. La comprension
detallada de estas vias de accion no solo es esencial para interpretar los efectos
beneficiosos de compuestos naturales con potencial antioxidante, sino que
también fundamenta la seleccidon de ensayos in vitro adecuados para su

evaluacion experimental.

2.1.4. Métodos in vitro para la evaluacién de la actividad antioxidante

El creciente interés por los compuestos naturales con capacidad antioxidante ha
impulsado el desarrollo y estandarizacion de diversos métodos in vitro, los cuales
permiten estimar dicha actividad desde multiples aproximaciones. Estos ensayos,
tanto quimicos como celulares, son herramientas esenciales en la investigacion
biomédica, cosmética y alimentaria, ya que permiten caracterizar el potencial
antioxidante de extractos o moléculas purificadas de forma rapida, reproducible

y a bajo costo (Apak, 2016).

11
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Ensayos quimicos in vitro

Los métodos in vitro pueden clasificarse segun el mecanismo quimico implicado:
basados en transferencia de un electron (SET, por sus siglas en inglés), y
basados en transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT). Los ensayos SET
evaluan la capacidad del antioxidante para donar electrones a un radical o
sustrato oxidante, mientras que los HAT miden la capacidad de transferencia de
atomos de hidrégeno (Prior, 2005). A continuacién, se describen los métodos

usados:

e Ensayo de Folin-Ciocalteu

Los compuestos fendlicos tienen la capacidad de reaccionar con el reactivo de
Folin-Ciocalteu (RFC), cuyo componente activo principal es el acido
fosfomolibdotungstico. Este reactivo contiene molibdeno en su estado de
oxidacion *VI, caracterizado por su color amarillo. En medio alcalino, los
compuestos fendlicos actuan como agentes reductores, provocando la reduccién
del molibdeno de *VI a *V (Figura 1). Este proceso da lugar a la formacién de un
complejo de color azul intenso cuya intensidad es proporcional a la concentracion

de compuestos fendlicos presentes en la muestra. La absorbancia del complejo

12
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puede ser cuantificada mediante espectrofotometria a una longitud de onda de

760 nm (Singleton, 2014).

COOH coO
N82CO3
—-

HO =g HO OH

COO CcCoO

+2Mo®" —— +2 Mo%*

HO OH o) OH

OH o)

Figura 1: Reaccion del &cido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Tomado de

(Singleton, 2014)

« Ensayo del radical DPPH-

El radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) presenta un electrén
desapareado cuya deslocalizacion confiere al radical su caracteristico color

violeta intenso, con maxima absorbancia a 517 nm en metanol. Cuando DPPH

13
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reacciona con un antioxidante capaz de donar un atomo de hidrégeno, el color
violeta disminuye progresivamente, tornandose amarillo o transparente (Figura
2). Este cambio de color se monitoriza espectrofotométricamente para cuantificar
la actividad antioxidante de las sustancias evaluadas. Los resultados se expresan
comunmente como concentracion inhibitoria 50 (IC50), porcentaje de captacién
de radicales, o en mg equivalentes de Trolox o vitamina C, cuando se comparan

con estandares (Ojha, 2012)

o ()
L H
O,N N—N + A-H — O;N N—N + A
NO, @ NO,
<=
DI
Violeta Amarillo

Figura 2: Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con un antioxidante.

Tomado de (Ojha, 2012)
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o Actividad quelante de metales de transicion

El ion ferroso (Fe?*) puede reaccionar con el perdoxido de hidrégeno (H,0;) a
través de la reaccidn de Fenton, generando radicales hidroxilos (‘OH), los cuales
se encuentran entre las especies reactivas de oxigeno mas agresivas y
citotoxicas. En esta reaccion, el Fe?* actua como catalizador, promoviendo la
descomposicion del H,O, y facilitando la produccidn de radicales libres altamente

reactivos que pueden inducir dafio celular severo (Garrido, 2018).

La presencia de un agente quelante con capacidad antioxidante puede evitar este
proceso mediante la formacion de un complejo estable con el ion Fe?*. Al quelar
el metal, el compuesto impide su participacion en la reaccion de Fenton, lo que
resulta en una disminucion significativa en la generacion de radicales hidroxilos.
De este modo, el agente quelante actua como modulador del estrés oxidativo,
previniendo el dafo oxidativo inducido por metales de transicion. Este

mecanismo se ilustra en la Figura 3, (Garrido, 2018).
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i

Comple]o metal ligando

Figura 3: Reaccion de quelacion de un metal de transicién. Tomado de (Garrido, 2018)

e Captacion del radical hidroxilo (*OH)

El radical hidroxilo ("OH) tiene un tiempo de vida extremadamente corto (~1079 s),
su deteccion debe realizarse de forma indirecta. El método mas comun para su
evaluacion es mediante su capacidad de oxidar a la desoxirribosa, generando
malondialdehido (MDA) como producto secundario. Este compuesto reacciona
con el acido tiobarbiturico (TBA), formando un complejo de color rosa que puede
cuantificarse espectrofotométricamente a 532 nm (Valverde, 2014). La intensidad

de la coloracién obtenida es proporcional a la cantidad de radicales hidroxilos
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generados y, por tanto, a la actividad antioxidante del extracto o fraccion evaluada

(Figura 4).

HSYN\ OH
(0] (0] H
2 N'J ¢ Y T el N7 NS N
H H
HO

MDA |
TBA H

Cromoforo rosado

Figura 4: Reaccion indirecta de inhibicion del radical OH. Adaptado de (Valverde,

2014)

Ensayos celulares in vitro

Complementando los ensayos quimicos, los modelos celulares in vitro permiten

evaluar el efecto antioxidante en un contexto mas biologicamente relevante.
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Estos ensayos consideran la interaccion de los compuestos con células vivas,
permitiendo estudiar su capacidad para protegerlas del dafio oxidativo inducido

artificialmente. Algunos de los mas utilizados incluyen:

e Ensayo de citotoxicidad (MTT)

El ensayo de MTT es una técnica colorimétrica ampliamente utilizada para
evaluar la actividad metabdlica celular, funcionando como un indicador indirecto
de la viabilidad, proliferacion y citotoxicidad de las células. Su fundamento radica
en la capacidad de las enzimas mitocondriales activas, especificamente la
succinato deshidrogenasa, de reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a formazan, un compuesto cristalino de color violeta
insoluble en agua. Esta conversion ocurre unicamente en células viables con
mitocondrias funcionales, por lo que la cantidad de formazan generado es

directamente proporcional al numero de células vivas.

Tras la incubacién con MTT, los cristales de formazan se solubilizan mediante un
solvente adecuado, permitiendo la cuantificacion del producto formado mediante
lectura espectrofotométrica, usualmente a una longitud de onda de 570 nm. Este

método permite inferir la supervivencia celular bajo distintas condiciones de
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tratamiento, y es ampliamente empleado en estudios de citotoxicidad de

compuestos bioactivos (Berridge, 2005) (Figura 5).

& ™~ "l q N
P " NADH  NAD! <¢¢‘u
= 168 » = - ' s —_l"l ) -
N - : : : = N\\. Y i
=y Reductasas P " bt
mitocondriales lL J
N o
“ J \ J
MTT (soluble) Formazan (precipitado)

Figura 5: Reducciéon metabdlica del MTT a sal de Formazan. Tomado de (Berridge,

2005)

e Ensayo de deteccion de especies reactivas de oxigeno total

El ensayo con DCFH-DA (2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato) ha sido
ampliamente utilizado para la deteccion de perdoxido de hidrogeno (H;0,)

intracelular y la evaluacion del estrés oxidativo. Este método se basa en el uso
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de un compuesto no fluorescente vy lipofilico, DCFH-DA, que en su forma de
acetato de metilo presenta una relativa polaridad y permeabilidad a la membrana
celular. Una vez dentro de la célula, el DCFH-DA es hidrolizado por esterasas
intracelulares en un medio ligeramente alcalino, generando el compuesto DCFH,
que es un anién carboxilato no fluorescente. Este compuesto se acumula en el
citoplasma y, en presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS),
particularmente H,0O,, sufre una oxidacion de dos electrones, convirtiéndose en

DCF (diclorofluoresceina), un compuesto altamente fluorescente (Figura 6).

El producto DCF puede ser detectado mediante técnicas fluorimétricas, ya que
emite una fluorescencia verde intensa cuando es excitado a una longitud de onda
de aproximadamente 485 nm, con emisién a 535 nm. Esta fluorescencia puede
ser evaluada cuantitativamente con fluorimetro o visualmente mediante
microscopia de fluorescencia, permitiendo asi detectar y comparar el grado de

estrés oxidativo inducido en las células (Khan, 2018).
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Figura 6: Ensayo DCFH-DA en la célula. Tomada de (Capek, 2021)

Cuando la generacion de especies reactivas supera la capacidad neutralizadora
de estos sistemas, se produce una condicion conocida como estrés oxidativo

(Sies, 2014).

21



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

2.2. Estrés Oxidativo

2.2.1. Generalidades

El estrés oxidativo (EO) se define como un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres y otras especies reactivas, y la capacidad del sistema
antioxidante para eliminarlas o neutralizarlas de forma eficaz (OMS, 2023). Esta
alteracion en la homeostasis redox puede deberse tanto a un aumento en la
generacion de especies reactivas como a una disminucion en la eficacia de los
mecanismos antioxidantes (Medina, 2010), tal como se representa en la Figura

7.
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Figura 7: Estrés Oxidativo. Representacién del balance que existe entre la produccién

de especies reactivas y el sistema antioxidante. Tomado de (Garcia, 2015)

Dentro de este contexto, los radicales libres —y en particular las ROS—
desempefan un papel central. Estas especies son productos derivados del
oxigeno, caracterizados por estar parcialmente reducidos, lo que les confiere una
elevada reactividad. Esta propiedad les permite captar electrones de otras
moléculas, generando alteraciones en la estructura y funcion de componentes
celulares clave, tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos,

comprometiendo asi el funcionamiento normal de las células (La Vecchia, 2001).
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Las ROS pueden originarse tanto por procesos enddgenos como exdégenos. En
condiciones fisiolégicas, la principal fuente enddégena corresponde a la cadena
respiratoria mitocondrial, donde, durante el metabolismo aerdbico, se generan
radicales como el anion superoxido (O;7), el perdxido de hidrogeno (H,0,) y el
radical hidroxilo (-OH) (Battisti, 2011; Sosa, 2013). Otra fuente enddgena
relevante es la respuesta inmunitaria innata, en la que macrofagos y neutréfilos
producen ERO como parte de su arsenal antimicrobiano, con el objetivo de

destruir agentes patdégenos invasores (Sosa, 2013).

De las especies generadas, el radical superoxido se destaca por ser el mas
prevalente en condiciones de pH fisioldgico. A pesar de su inestabilidad, puede
desencadenar reacciones en cadena que derivan en la formacion de otros
radicales altamente reactivos (Roewert-Huber, 2007; Rogers, 2010). Por su
parte, el radical hidroxilo se considera la especie mas reactiva y citotdxica
conocida, con una vida media extremadamente breve (aproximadamente 107°
segundos). Su formacién in vivo puede inducirse mediante exposicion a
radiaciones ionizantes de alta energia, como los rayos X o y, las cuales

promueven la ruptura homolitica de moléculas de agua (Roewert-Huber, 2007).

Entre las fuentes exdgenas que inducen estrés oxidativo se incluyen la radiacion

ultravioleta (UV), diversos compuestos quimicos presentes en el ambiente (como
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contaminantes, alcohol o productos del tabaco), algunos farmacos y la actividad
fisica intensa. Asimismo, bajo condiciones de hipoxia, la cadena respiratoria
mitocondrial puede generar no solo ERO, sino también éxido nitrico (NO), un gas
reactivo que puede formar especies reactivas de nitrégeno (RNS). Estas, a su

vez, amplifican el estrés oxidativo y agravan el dafio celular (Garcia, 2015).

2.2.2. Radicales libres y afecciones cutaneas

El progresivo envejecimiento de la poblacion ha conllevado un incremento en la
prevalencia de enfermedades cronicas no transmisibles, dentro de las cuales
destaca el cancer. Diversos estudios sugieren que la fisiopatogenia de estas
enfermedades se encuentra estrechamente relacionada con un desequilibrio
entre la produccion fisiolégica de radicales libres y la capacidad del organismo
para contrarrestar sus efectos. Este desbalance genera un estado de estrés
oxidativo que ha sido identificado como un factor etiolégico clave en la aparicion

y progresion de multiples enfermedades cronicas (Rossi, 2007).

En particular, el cancer cutaneo constituye una de las manifestaciones mas
comunes, atribuida principalmente a la exposicion directa y continua de la piel a

factores ambientales, siendo la radiacion UV el agente mas relevante. Este tipo
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de cancer se clasifica en melanoma y no melanoma, siendo los mas frecuentes
dentro de este ultimo grupo el carcinoma basocelular (CBC), el carcinoma
espinocelular o de células escamosas (CCE), y el carcinoma de células de Merkel
(OMS, 2023). En regiones como Australia, se ha reportado que la incidencia del
CCE afecta hasta al 40% de la poblacion mayor de 40 afios. A nivel nacional, el
cancer de piel no melanoma se ubica como la tercera causa mas comun de

cancer en hombres y la segunda en mujeres (Carrasco, 2021).

En este contexto, resulta crucial comprender el papel de los radicales libres en la
fisiopatologia de las afecciones cutaneas generadas por agentes no biolégicos y
del cancer cutaneo, particularmente en su forma no melanoma, dada su alta
incidencia y repercusion en la salud publica. El estrés oxidativo inducido por la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, en combinacién con una
respuesta antioxidante insuficiente, representa un eje central en los mecanismos
moleculares que favorecen el dafio celular, la mutagénesis y, en ultima instancia,
la carcinogénesis. Asi, el estudio de estos procesos no solo permite una mejor
comprension etiolégica de la enfermedad, sino que también abre nuevas
perspectivas para el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas mas

eficaces (Morgado, 2021).
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2.3. Afecciones cutaneas

2.3.1. Generalidades

La piel constituye la principal barrera de defensa frente a agentes externos de
naturaleza bioldgica y/o quimica. Entre los principales factores etioldgicos
implicados en la génesis de enfermedades cutaneas en humanos se encuentran
la exposicion a contaminantes ambientales, radiacion ultravioleta, agentes
infecciosos, predisposicion genética y respuestas de tipo alérgico (Dayrit, 2022).
Estos factores representan amenazas constantes que comprometen la integridad
de la barrera cutanea, aumentando su susceptibilidad al desarrollo de multiples

patologias (Chambers, 2020).

La exposicion continua a estos agentes nocivos provoca una activacion
exacerbada de rutas oxidativas e inflamatorias, con un incremento significativo
en la produccibn de especies reactivas de oxigeno y mediadores
proinflamatorios. En condiciones fisioldgicas, la generacién de estos compuestos
esta estrictamente modulada por mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios
enddgenos. No obstante, la disrupcion de dichos sistemas reguladores favorece
el establecimiento de un estado de estrés oxidativo e inflamacién cronica,
condiciones patologicas que constituyen un eje central en la progresion de

diversas enfermedades dermatoldgicas (Karampinis, 2023).
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Las afecciones cutaneas comprenden un espectro clinico amplio y heterogéneo
de alteraciones que afectan la estructura, funcién o integridad de la piel. Estas
patologias pueden manifestarse mediante lesiones primarias—como maculas,
papulas, vesiculas y nodulos—o0 secundarias—como costras, escamas,
ulceraciones y liquenificacion (Figura 8). Su etiologia abarca causas infecciosas,
inflamatorias, autoinmunes, alérgicas, neoplasicas, metabdlicas y ambientales,
reflejando la complejidad multifactorial del sistema tegumentario y su interaccién

dinamica con el entorno.(Scholtissek, 2017).

Figura 8: Afecciones cutaneas a nivel celular y su aspecto fisico. Adaptado de (Hueso,

2018)
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Las enfermedades cutadneas exhiben una alta prevalencia a nivel global,
afectando a individuos de todos los grupos etarios y contextos geograficos. No
obstante, la distribucion, severidad y tipologia de las lesiones presentan
variaciones significativas en funcion de factores genéticos, ambientales y
socioeconémicos (Guertin, 2016). Estas patologias pueden manifestarse en
formas clinicas agudas o cronicas, y su impacto en la salud depende no solo de
la morfologia de la lesién, sino también de su localizacién anatémica, extension
cutanea comprometida y sintomas concomitantes, como prurito, dolor o

disfuncién epidérmica (Cao, 2024).

Desde una perspectiva epidemioldgica, enfermedades como la dermatitis
atopica, la psoriasis, el acné vulgar, la queratosis actinica y el cancer cutaneo
constituyen una carga sanitaria sustancial, no solo por su elevada frecuencia,
sino también por su tendencia a la recurrencia, las complicaciones clinicas
asociadas y el impacto econdmico que generan en los sistemas de salud publica.
Estas afecciones no solo deterioran la calidad de vida del paciente, sino que
también demandan una atencién médica constante y recursos terapéuticos

prolongados (Langan, 2020).

Las patologias dermatoldgicas representan una de las principales causas de
consulta en atencion primaria a nivel mundial. Segun datos de la Organizacién

Mundial de la Salud, aproximadamente un tercio de la poblacién global ha
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presentado, en algun momento de su vida, algun tipo de afeccion cutanea.
(Jones, 2019). En el contexto chileno, si bien no se dispone de registros
epidemioldgicos consolidados que permitan establecer una incidencia nacional
precisa, las enfermedades dermatoldogicas representan una elevada carga
clinica. En particular, durante el afno 2022, se reportaron mas de 530
fallecimientos por cancer cutaneo, tanto melanoma como no melanoma,

configurando la cifra mas alta en las ultimas dos décadas (Sapunar, 2022).

Las regiones del norte del pais, como Arica y Parinacota, y Antofagasta,
presentan las tasas mas elevadas de incidencia, atribuibles en gran medida a la
alta exposicion a radiacion ultravioleta. Asimismo, la regién del Biobio ha
registrado tasas de mortalidad superiores al promedio nacional, lo que refuerza
la hipdtesis de que los niveles de exposicion solar representan un factor
determinante en la aparicidon y evolucion del cancer de piel en estas zonas (Rivas,

2020).
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2.3.2. Clasificacion de las afecciones cutaneas generadas por agentes no

biolégicos

El estrés oxidativo y la inflamacion constituyen mecanismos fisiopatoldgicos
fundamentales en el desarrollo y progresion de una amplia variedad de
enfermedades cutaneas. Aunque difieren en su base bioquimica, ambos
procesos estan estrechamente interrelacionados y participan de forma sinérgica
en la perpetuacién del dano tisular. El desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante enddégena
desencadena una cascada de eventos celulares que activa vias proinflamatorias,
mientras que la inflamacién sostenida promueve la generacidén adicional de
radicales libres. Esta retroalimentacion patoloégica establece un ciclo vicioso que
agrava la disfuncion estructural y funcional de la piel, facilitando la aparicion de
manifestaciones clinicas persistentes y resistentes al tratamiento convencional.

(Figura 9) (Yang, 2024).
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Figura 9: Representacion esquematica de la dermatoscopia de las afecciones

cutaneas. Tomado de (Chadha, 2020)

Desde una perspectiva clasificatoria, las enfermedades dermatoldgicas
asociadas al estrés oxidativo y la inflamacién pueden agruparse en cuatro
categorias principales, segun su etiopatogenia, manifestaciones clinicas y
mecanismos moleculares predominantes: enfermedades inflamatorias cronicas,
dermatosis fotoinducidas, trastornos pigmentarios y alteraciones del

envejecimiento cutaneo (Krajina, 2022).
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o Enfermedades inflamatorias crénicas de la piel

Este grupo se caracteriza por la activacion persistente del sistema inmunitario
cutaneo y una produccién sostenida de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
citoquinas proinflamatorias. Patologias como la dermatitis atdpica, psoriasis,
rosacea y lupus eritematoso cutaneo representan entidades prototipicas de esta
categoria. En estos trastornos, la disfuncion de los mecanismos antioxidantes
favorece la acumulacién intracelular de ROS, que activan cascadas de
sefalizacion como NF-kB y MAPK. Estas vias inducen la expresion de
mediadores inflamatorios clave, tales como TNF-a, IL-1B e IL-6, los cuales
perpetuan el microambiente inflamatorio y ocasionan dafio oxidativo en lipidos,
proteinas y ADN, comprometiendo la homeostasis y la integridad de la

epidermis.(A. Liu, Zhao, W., Zhang, B.-X., Tu, Y., Wang, Q., & Li, J, 2020).

e Dermatosis foto inducidas

Las dermatosis provocadas por radiacién ultravioleta (UV) comprenden un
conjunto de afecciones en las que el estrés oxidativo actia como principal
mecanismo patogénico. Ejemplos representativos incluyen la fotodermatitis, el
eritema solar, la elastosis solar, la queratosis actinica y los carcinomas cutaneos

inducidos por radiacién UV. La exposicion UV genera ROS en queratinocitos y
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fibroblastos dérmicos, lo que conlleva modificaciones estructurales en el
colageno y la elastina, mutaciones en genes supresores tumorales como p53 y
activacion de factores transcripcionales proinflamatorios. Estos eventos
desencadenan inflamacion local, degradacién de la matriz extracelular y

disfuncién celular progresiva (Melnikova, 2005).

e Trastornos pigmentarios asociados al dafo oxidativo

El estrés oxidativo desempefia un papel fundamental en la disfuncion
melanocitica, siendo responsable tanto de fendmenos de hiperpigmentacion
como de despigmentacion. Afecciones como el melasma, la hiperpigmentacién
postinflamatoria y el vitiligo estan estrechamente vinculadas al desequilibrio
redox. En el melasma y procesos hiperpigmentacion, el estimulo crénico de ROS
activa la tirosinasa y factores reguladores como MITF, intensificando la
melanogénesis. La inflamacion paralela incrementa la liberacion de
prostaglandinas y leucotrienos, potenciando la actividad melanocitica (Katiyar,
2024). Por otro lado, en el vitiligo, la sobreproduccion de ROS induce apoptosis
de melanocitos y promueve una respuesta autoinmune dirigida contra estas

células, resultando en despigmentacion focal o extensa (Jimbow, 2001).
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¢ Alteraciones del envejecimiento cutaneo

El envejecimiento de la piel ya sea intrinseco o inducido por factores externos
(fotoenvejecimiento), constituye wuna condicion multifactorial asociada
estrechamente al estrés oxidativo y a una inflamacion crénica de bajo grado. La
disfuncion mitocondrial progresiva en los fibroblastos dérmicos incrementa la
generacion de ROS, lo que activa metaloproteinasas de matriz (MMPs),
responsables de la degradacion del colageno y la elastina. Esta pérdida de
integridad estructural se ve acompafada de una reduccion en la sintesis de
componentes de la matriz extracelular. En paralelo, el fendmeno conocido como
inflammaging implica la secrecion sostenida de citoquinas senescentes, que
perpetuan el dafo dérmico. Clinicamente, estas alteraciones se manifiestan
como arrugas, flacidez, sequedad, alteraciones pigmentarias y compromiso de la

funcién barrera (Fisher, 2009).

Cabe sefialar que esta clasificacion no es excluyente ni exhaustiva; multiples
entidades clinicas presentan superposicion de mecanismos patogénicos y
fenotipos atipicos. Sin embargo, este enfoque permite delimitar marcos
conceptuales que facilitan la comprensiéon de la complejidad etiopatogénica v,
simultaneamente, orientan el desarrollo de intervenciones terapéuticas mas

especificas. El reconocimiento de estas categorias es esencial para la
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implementacion de estrategias dirigidas a modular vias oxidativas e inflamatorias,
restaurar la homeostasis redox y promover una salud cutanea sostenible a largo

plazo.

2.3.3. Factores de riesgo de las afecciones cutaneas

La piel, en su funcion de barrera primaria entre el organismo y el entorno externo,
se encuentra expuesta de manera constante a una diversidad de factores
exogenos no bioldgicos con elevado potencial citotoxico. Estos agentes incluyen
UV, contaminantes atmosféricos, metales pesados, humo de tabaco,
microparticulas en suspension, compuestos organicos volatiles (COV), ozono
troposférico y variaciones térmicas extremas (Figura 10). La interaccion de dichos
estimulos con las células epidérmicas y dérmicas activa complejas respuestas
moleculares, entre las cuales el estrés oxidativo y la inflamacién constituyen los

principales ejes fisiopatogénicos (Puri, 2017).

Entre los factores no biolégicos mas estudiados destaca la radiacién ultravioleta,
particularmente los espectros UVB (280-315 nm) y UVA (315-400 nm), que

penetran las capas superficiales y profundas de la piel, respectivamente. La
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exposicion a esta radiacion induce la formacion de ROS de manera directa,
ademas de provocar alteraciones gendmicas mediante la induccion de dimeros
de pirimidina y mutaciones puntuales en oncogenes y genes supresores
tumorales, como p53. La exposicion solar cronica sin protecciéon adecuada se
reconoce como uno de los principales factores de riesgo para el envejecimiento
cutaneo prematuro, la disfuncion melanocitica y la carcinogénesis cutanea

(Montero, 2023).

La contaminacidén atmosférica representa otro conjunto relevante de agentes
nocivos. Particulas finas en suspension (PM 2.5), diéxido de nitrégeno (NO.,),
ozono troposférico (O3;) y compuestos organicos volatiles son capaces de
depositarse sobre la superficie cutanea, siendo absorbidos parcialmente o
interaccionando con componentes lipidicos del estrato cérneo. Estos compuestos
inducen procesos de peroxidacion lipidica, alteraciones en la funcion de la
barrera epidérmica y activacion de receptores de membrana como el receptor
arilo de hidrocarburos (AhR), lo que desencadena cascadas inflamatorias y
estrés oxidativo intracelular. ElI ozono troposférico, en particular, ha demostrado
reducir los niveles cutaneos de antioxidantes enddégenos, como la vitamina E y la
coenzima Q10, comprometiendo asi la capacidad de defensa antioxidante de la
piel (Schikowski, 2020). Estas alteraciones explican la correlacion entre la

exposicion cronica a poluciéon urbana y un mayor riesgo de manifestaciones
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clinicas como arrugas, hiperpigmentacion, eritema persistente e hipersensibilidad

dérmica (Sieradocha, 2024).

El humo de tabaco constituye otro factor ambiental relevante, caracterizado por
su composicidon compleja que incluye radicales libres, metales pesados,
aldehidos reactivos y benzopirenos. Su contacto dérmico, tanto directo como
indirecto, provoca efectos deletéreos sobre la arquitectura de la matriz
extracelular, al inducir la actividad de metaloproteinasas (MMPs), reducir la
sintesis de colageno tipo I, promover la vasoconstriccidon dérmica e inhibir la
proliferacion de fibroblastos. Clinicamente, estas alteraciones se manifiestan
como pérdida de elasticidad, tono cutaneo apagado, lineas finas y retraso en la
cicatrizacion de heridas. Ademas, el humo de tabaco se ha asociado con una
mayor incidencia y severidad de enfermedades inflamatorias cronicas de la piel,
como la psoriasis, y con una disminucién de la capacidad regenerativa tisular

(Morita, 2007).
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Figura 10: Representacion esquematica de los factores de riesgo relacionados con las

afecciones cutaneas. Tomado de (Birch-Machin, 2020)

En conjunto, la exposicidn continua a estos agentes no biolégicos representa un
desafio significativo para la salud cutanea, al inducir procesos moleculares que
alteran la homeostasis epidérmica y aceleran el deterioro estructural. La
comprensiéon de estos mecanismos resulta esencial para el disefio de estrategias
preventivas y terapéuticas que mitiguen los efectos del entorno en la fisiologia

cutanea. En este contexto, resulta imperativo desarrollar estrategias preventivas
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y terapéuticas dirigidas que permitan mitigar los efectos deletéreos de estos
estimulos exdgenos. Esta perspectiva sustenta la pertinencia de impulsar lineas
de investigacion centradas en el disefio y evaluacién de nuevas formulaciones
cosméticas con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y fotoprotectoras,
capaces de fortalecer la resistencia cutanea frente a agresores ambientales no

bioldgicos y preservar su integridad funcional a largo plazo.

2.3.4. Tratamientos

El abordaje terapéutico de las enfermedades cutaneas inducidas por ROS o
procesos inflamatorios crénicos exige una estrategia integral que contemple tanto
la modulacion del microentorno redox como la inhibicion selectiva de las
cascadas inflamatorias activadas en el tejido cutaneo. Estas patologias,
caracterizadas por una disrupcion sostenida de la homeostasis oxidativa e
inmunoldgica, comparten mecanismos fisiopatoldégicos comunes que pueden ser
interceptados mediante intervenciones topicas y sistémicas orientadas a reducir
la carga oxidativa, restaurar la funcion barrera epidérmica y regular la expresion
de mediadores clave, como citoquinas proinflamatorias, MMPs y factores de

transcripcion redox-sensibles (Helwa, 2017).

40



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

Una de las principales lineas terapéuticas incluye el uso de antioxidantes topicos
y sistémicos, dirigidos a neutralizar directamente las ROS e inducir la reactivacion
de sistemas antioxidantes enddgenos. Moléculas bioactivas como el acido
ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), niacinamida, acido ferulico,
coenzima Q10 y resveratrol han demostrado eficacia en la reduccion del estrés
oxidativo dérmico, la prevencion de la peroxidacion lipidica y la mejora de la
integridad de la matriz extracelular. Su utilidad ha sido particularmente
documentada en el manejo del fotoenvejecimiento, la hiperpigmentacion
postinflamatoria, la rosacea y las dermatosis inducidas por contaminantes

atmosféricos (Tran, 2023).

En el contexto inflamatorio, los antiinflamatorios topicos constituyen la piedra
angular del tratamiento de enfermedades como la psoriasis, la dermatitis atdpica,
la rosacea y el lupus eritematoso cutaneo. Los corticosteroides tdpicos, de
distintas potencias, actuan suprimiendo la respuesta inflamatoria mediante la
inhibicién de la fosfolipasa A2 y, en consecuencia, la reduccion en la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos. Sin embargo, su uso prolongado conlleva riesgos
de efectos adversos, como atrofia epidérmica, telangiectasias y disfuncion de la

barrera cutanea (Gisondi, 2005).

Otro enfoque terapéutico relevante lo constituye el uso de agentes restauradores

de la barrera cutanea, como ceramidas, escualeno, acido hialurénico y lipidos
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fisiolégicos, cuya accidn se orienta a fortalecer la integridad del estrato corneo,
reducir la pérdida transepidérmica de agua (TEWL) y limitar la penetracion de
agentes oxidantes y proinflamatorios. Estas formulaciones son fundamentales en
el manejo de la dermatitis atopica, la dermatitis de contacto y en pieles
sensibilizadas, donde la restauracion de la barrera constituye una condicidn

previa indispensable para lograr un control clinico sostenido (Carneiro, 2011).

La fototerapia, especialmente con radiacion ultravioleta B de banda estrecha
(UVB-NB), representa una opcion terapéutica eficaz en enfermedades
inmunomediadas como la psoriasis, el vitiligo y la dermatitis atopica. Este
abordaje actua mediante la induccion de apoptosis en linfocitos T infiltrantes, la
modulacién de citoquinas proinflamatorias y la promocion de una respuesta
inmunorreguladora local, con un perfil de seguridad favorable en pacientes

seleccionados (Vieyra-Garcia, 2020).

Por otra parte, los tratamientos combinados que integran antioxidantes,
antiinflamatorios y agentes fotoprotectores permiten abordar de forma sinérgica
las multiples vias fisiopatolégicas implicadas en afecciones complejas como el
melasma, la queratosis actinica y el fotoenvejecimiento. Estas estrategias han
demostrado mejorar los resultados terapéuticos, reducir la tasa de recurrencia y
mejorar la tolerabilidad del tratamiento (Li Pomi, 2025). En este contexto, el uso

de protectores solares con filtros fisicos (6xido de zinc, didxido de titanio) y
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quimicos (avobenzona, octocrileno), enriquecidos con antioxidantes, se
consolida como una intervencion transversal esencial para la prevencion y el
tratamiento de dermatosis inducidas por ROS. Estos productos protegen
estructuras celulares criticas como el ADN, las proteinas de matriz y los lipidos

de membrana contra el dafio fotoinducido (Tilotta, 2020).

No obstante, las actuales estrategias terapéuticas presentan limitaciones. Los
antioxidantes pueden exhibir inestabilidad quimica, baja biodisponibilidad
cutanea y eficacia clinica variable. Los corticosteroides topicos, aunque efectivos
en el corto plazo, estan asociados a reacciones adversas locales y tolerancia
farmacoldgica. Los inmunomoduladores sistémicos, como los inhibidores de IL-
17 o TNF-a, implican costos elevados, riesgo de eventos adversos sistémicos y
requerimientos de monitoreo continuo. Los agentes reparadores de la barrera
exigen un uso prolongado y muestran eficacia limitada en fases inflamatorias
agudas. La fototerapia, por su parte, conlleva el riesgo de fotodafio acumulativo
y presenta barreras logisticas que limitan su accesibilidad. Las terapias
combinadas, aunque prometedoras, pueden inducir fendmenos de irritacién
cutanea, interacciones bioquimicas inesperadas y dificultades en la adherencia

terapéutica (Lerche, 2010).

En funcion de estas consideraciones, resulta indispensable el desarrollo de

alternativas terapéuticas innovadoras que no solo resulten eficaces en la remision
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de lesiones, sino que también integren dimensiones estéticas, preventivas y
sostenibles. En este escenario, la investigacion de productos naturales con
potencial farmacolégico ha emergido como un campo de creciente interés dando
una valorizacidbn a los recursos naturales subutilizados bajo un enfoque
sustentable, con potencial aplicacién en el desarrollo de formulaciones

dermocosmeéticas de ultima generacion.

2.4. Nicotiana Tabacum L.

2.4.1. Generalidades

Nicotiana tabacum L., comunmente conocida como tabaco, es una planta
herbacea perenne perteneciente a la familia Solanaceae. Aunque existen mas de
50 especies descritas dentro del género Nicotiana, solo dos son cultivadas con
fines comerciales: Nicotiana tabacum y Nicotiana rustica, las cuales engloban la

totalidad de las variedades cultivadas en el mundo (Tissier, 2012).

El nombre del género proviene de Jean Nicot, médico y diplomatico francés en
Portugal, quien introdujo el tabaco en Europa durante el siglo XVI, promoviendo
su uso con fines medicinales (Figura 11) (Vallecilla, 2013). Histéricamente, los
pueblos originarios de América atribuian al tabaco un valor ritual y terapéutico

significativo, considerandolo parte esencial de su vida cultural y espiritual. Esta

44



Yudeyki Almuina Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

planta era empleada en ceremonias sociales, religiosas y politicas, y su cultivo

era prioritario dentro de sus comunidades (Luck, 2009).

Figura 11: Nicotiana Tabacum L. Adaptado de (Espino, 2009)

Los métodos tradicionales de consumo incluian la masticacion de hojas y la
ingestion del jugo de la planta. En la actualidad, su principal uso industrial esta

orientado a la elaboracién de productos como cigarros, puros y tabaco para liar.
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2.4.2. Taxonomia

A partir del afo 1559, el uso del tabaco se expandié en diversas formas, y su
denominacion se consolido en la cultura y en la literatura botanica.
Posteriormente, en 1753, el naturalista sueco Carl Linnaeus realizé la primera
descripcion formal de la planta, asignandole el nombre cientifico Nicotiana
tabacum L., nomenclatura que se mantiene vigente hasta la actualidad (Chaverri,

1995).

A lo largo del tiempo, numerosos naturalistas y botanicos han mostrado un
profundo interés en el estudio del género Nicotiana, identificando una
considerable variabilidad genética dentro del mismo. Este reconocimiento ha
permitido establecer agrupaciones mas amplias, basadas en caracteristicas

morfoanatdmicas y criterios generales de clasificacion.

Desde una perspectiva cientifica, Nicotiana tabacum L. ha sido objeto de
multiples estudios que, apoyados en la taxonomia botanica y en los principios de
la sistematica moderna, han permitido una clasificacion precisa de esta especie
dentro del reino vegetal (Ledn, 2000). La clasificacion taxondmica de Nicotiana

tabacum L. se presenta a continuacion:
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Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Sub-Division: Magnoliophytina
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Nicotiana

Especie: Nicotiana tabacum L.

Nicotiana tabacum L. es una planta originaria del continente americano que
presenta un habito de crecimiento compacto y frondoso, cuya extension y
profundidad del sistema radicular puede alcanzar aproximadamente los 30 cm,
dependiendo de la variedad cultivada. Posee una raiz fibrosa, mientras que su
tallo, de entre 50 y 120 cm de altura, es lefioso en la base y flexible en la parte
superior. Este tallo se caracteriza por estar recubierto de pubescencia y por la

secrecion de una sustancia viscosa de naturaleza pegajosa (Berbec¢, 2023).

Las hojas son de disposicion alterna, grandes y de forma lanceolada. Son sésiles,
es decir, carecen de peciolo, y presentan una superficie glutinosa, especialmente
en la cara superior, la cual esta cubierta de vellosidades que segregan un aceite
pegajoso caracteristico. Las inflorescencias son paniculadas, compuestas por
multiples ejes florales. Cada flor presenta un caliz tubular conformado por cinco

sépalos, y una corola de color blanco en la base y rosado en su porcién superior.
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La corola adopta una forma campanulada que culmina en cinco lébulos

desiguales (Berbe¢, 2023).

El fruto es una capsula de forma ovalada que contiene una gran cantidad de
semillas, pudiendo albergar alrededor de 3000 por capsula. Las semillas son de
tamano muy reducido (entre 450 y 700 micras de longitud), con una superficie
reticulada caracteristica. Toda la planta exhala un olor penetrante y posee

propiedades narcoticas (Yong, 2007) (Figura 12).

Figura 12: Partes de la planta de tabaco: 1, planta de tabaco; 2, raiz de la planta; 3,
tallo; 4, hoja; 5, flor y panicula terminal; 6, capsula; 7, semillas. Tomado de (Tabaco,

2016)
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2.4.3. Distribucién de especies de Nicotiana tabacum L. en Chile

En Chile, el cultivo de tabaco representa una de las primeras actividades
agricolas industriales introducidas en el pais, desempefiando un rol fundamental
en el desarrollo socioecondmico de determinadas zonas rurales, especialmente
en las regiones del centro-sur. Su importancia es particularmente notable en las
regiones del Libertador General Bernardo O’Higgins y del Maule, donde se

concentra la mayor parte de la produccién nacional.

En la Region del Maule, comunas como Rio Claro, Pelarco, Hualané, San
Clemente y Linares constituyen zonas clave para el cultivo, generando
aproximadamente el 33% del total de hojas de tabaco del pais. En tanto, en la
Regioén de O’Higgins, destacan las comunas de Chimbarongo, Nancagua y Santa

Cruz, responsables de cerca del 59 % de la produccién nacional (Karen, 2024).

La superficie total destinada al cultivo de tabaco en Chile se estima en unas 1,800
hectareas, cultivadas principalmente por pequefos agricultores. En cuanto al
destino de la produccion, se calcula que el 60% se destina al consumo interno,
mientras que el 40% restante se exporta a diversos mercados latinoamericanos,

entre ellos Colombia, Peru, Paraguay y Costa Rica.
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2.4.4. Usos no convencionales del Tabaco

En las ultimas décadas, las campafas internacionales contra el tabaquismo han
cobrado gran relevancia, promoviendo una disminucion progresiva del consumo
de productos derivados del tabaco fumable. En este contexto, iniciativas
lideradas por organismos como la OMS, que conmemora cada 31 de mayo el Dia
Mundial Sin Tabaco, buscan concienciar sobre los efectos perjudiciales del
consumo de tabaco para la salud publica y promover politicas activas para su

reduccion (Castafo, 2011).

Frente a esta realidad, se ha incrementado el interés cientifico por reorientar el
uso de la planta de tabaco hacia fines alternativos y no fumables, que representen
beneficios potenciales para la salud humana, la industria biotecnoldgica vy el
desarrollo sostenible. Esta estrategia no solo responde a una necesidad de
reconversion productiva, sino también a una oportunidad para revalorizar un

cultivo histéricamente estigmatizado.

Actualmente, el uso no convencional de Nicotiana tabacum L. estd ampliamente
documentado, especialmente en el ambito de la biotecnologia vegetal. Esta
especie se destaca por su alta eficiencia en transformacion genética, asi como

por su adaptabilidad al cultivo in vitro, lo que la convierte en una plataforma ideal
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para la produccion de biomoléculas de interés terapéutico. Entre los usos mas
relevantes se incluye la generaciéon de farmacos recombinantes, vacunas,
anticuerpos monoclonales y otras proteinas bioactivas, incluidas aquellas con

aplicaciones en oncologia (Geada, 2010) (Figura 13).
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Figura 13: Usos no convencionales del tabaco. Adaptado de (Geada, 2010)

Otros usos no convencionales del tabaco incluyen la produccion de nicotina y sus

derivados a partir de los desechos generados en la industria tabacalera, los
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cuales han sido empleados histéricamente como insecticidas, particularmente en
forma de extractos conocidos como tabaquina (Tricker, 2006). Ademas, los tallos
de la planta han sido utilizados como fuente alternativa para alimentacion animal,
y tanto las semillas como las hojas han sido estudiadas para la obtencion de
aceites, con potencial aplicacion en la industria alimentaria y cosmética (Tso,
2006), También se ha explorado el uso del tabaco en la produccion de proteinas
de interés para el consumo humano y en la generacidon de esencias aromaticas.
Sin embargo, muchas de estas aplicaciones involucran compuestos derivados
del metabolismo secundario de la planta, cuyos efectos y potenciales beneficios
aun no han sido completamente investigados ni validados mediante estudios

sistematicos.

2.4.5. Fitoquimica y actividad biolégica

Las hojas de Nicotiana tabacum L. contienen una amplia variedad de compuestos
quimicos, muchos de los cuales, durante el proceso de combustion y pirdlisis
asociado al consumo fumable, se transforman en sustancias con potencial téxico
y carcinogénico para el ser humano. No obstante, esta misma riqueza fitoquimica
representa una fuente poco explorada de metabolitos con aplicaciones

industriales y farmacéuticas.
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Gran parte de los compuestos de interés presentes en el tabaco son productos
del metabolismo secundario, y en las ultimas décadas se han desarrollado
investigaciones que apuntan a su aprovechamiento con fines terapéuticos,
biotecnolégicos y cosmecéuticos (Zhao, 2015). A pesar de ello, los metabolitos
secundarios del tabaco han sido escasamente estudiados en comparacion con

otros cultivos, constituyendo un campo con alto potencial de innovacion.

Uno de los primeros estudios relevantes en este ambito se remonta al afio 1828,
cuando los quimicos alemanes Posselt y Reimann, en la Universidad de
Heidelberg, aislaron de esta planta un alcaloide al que denominaron nicotina, en
honor a Jean Nicot, quien introdujo el tabaco en Europa (Posselt, 1828). Desde
entonces, se han identificado otros compuestos relevantes, entre ellos el
solanesol, rutina, acido clorogénico, carotenos, escopolaminas y esclearol, los
cuales pertenecen a distintas familias de metabolitos secundarios con

propiedades bioactivas (Williams, 2004).

En la literatura cientifica, se ha sehalado que el solanesol corresponde al
terpenoide mas abundantemente sintetizado por la planta de tabaco, mientras
que dentro del grupo de flavonoides destaca la rutina; ambos con reconocidas

propiedades antioxidantes (N. Yan, 2015).
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2.5. Solanesol

2.5.1. Propiedades fisico- quimicas

El solanesol es un alcohol terpenoide de cadena abierta, constituido por nueve
unidades isoprenoides, lo que le confiere a la estructura propiedades
hidrofébicas. Su férmula molecular es C,sH,,O, con un peso molecular de
647,086 g/mol. A temperatura ambiente, se presenta como un sélido
blanquecino, que al disolverse puede adquirir una tonalidad amarillenta clara. Es
apolar o débilmente polar, practicamente insoluble en agua, soluble en metanol
y etanol, y completamente soluble en solventes apolares como hexano,

cloroformo y éter de petréleo (W. Huang, 2008).

El aislamiento e identificacién del solanesol a partir del tabaco fue realizado por
R.L. Rowland en 1956, quien extrajo este compuesto de hojas de tabaco curado
tipo Virginia empleando metanol y éter. A través de un proceso de cromatografia
liquida, logré fraccionar los extractos, identificando al solanesol como la fraccion
mas abundante entre los componentes solubles en disolventes organicos
(Agrupis, 2000). La estructura quimica de este compuesto se presenta en la

Figura 14.
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Figura 14: Estructura quimica del solanesol. Tomado de (Sridevi, 2017)

2.5.2. Presencia y contenido de solanesol en solanaceas

Aunque el solanesol se encuentra presente en diversas especies de la familia
Solanaceae, como las hojas de papa (Solanum tuberosum), berenjena (Solanum
melongena), pimiento (Capsicum annuum) y tomate (Solanum lycopersicum), su
concentracion en estas plantas es relativamente baja, oscilando entre 0,04 y
0,4% en base seca. En contraste, Nicotiana tabacum L. presenta los niveles mas
elevados de este terpenoide, especialmente en sus hojas, donde puede alcanzar
concentraciones de hasta el 4% del peso seco en variedades de tabaco tipo FCV

(Flue-Cured Virginia) (Tita, 2021).
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Dado que la sintesis quimica del solanesol resulta compleja y poco rentable, su
obtencién se realiza principalmente a partir de fuentes vegetales, siendo el

tabaco la especie mas relevante en este sentido (Ishida, 2015).

El contenido de solanesol en el tabaco esta influenciado por multiples factores,
entre los cuales destacan los genéticos. Por ejemplo, las variedades Burley y
Negro presentan concentraciones significativamente mayores que el tabaco tipo
FCV. Asimismo, diversos factores agrondomicos y ambientales afectan su
acumulacion, incluyendo las practicas de cultivo, la posicion de las hojas en la
planta (superiores, medias o bajeras), las condiciones climaticas de la
temporada, el estrés hidrico, la etapa de senescencia foliar, el proceso de curado,
el desflorado y el tipo de fertilizacidn, especialmente la disponibilidad de nitrégeno

(N. Yan, 2015).

En cuanto a su forma de almacenamiento en la planta, el solanesol puede
encontrarse tanto en estado libre como en forma de ésteres de solanesilo. En
variedades como el tabaco Burley, el proceso de curado incrementa la proporcion
de solanesol libre, lo que constituye una ventaja desde el punto de vista
extractivo. A pesar de la variabilidad reportada en la literatura respecto al
porcentaje de solanesol esterificado (hasta un 68% en algunos casos), este

puede ser transformado facilmente a su forma libre mediante un proceso de

56



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

saponificacion, sin representar mayores complicaciones para su obtencion (Tita,

2021).

2.5.3. Actividad farmacologica

El solanesol ha suscitado un creciente interés en el ambito farmacéutico debido
a su papel como precursor en la sintesis de compuestos bioactivos de alto valor
terapéutico, como la coenzima Q10 y la vitamina K2. La coenzima Q10 se emplea
ampliamente como suplemento nutricional, con beneficios asociados al control
de la presiéon arterial y la regulacion de la glucosa en pacientes diabéticos,
mientras que la vitamina K2 se utiliza principalmente en el tratamiento de la

osteoporosis (Qin, 2017).

Ademas de su uso como intermediario sintético, se han documentado diversas
actividades biolégicas del solanesol, incluyendo efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, antibacterianos, antivirales y cardioténicos (Bai, 2014). Estos

efectos han sido corroborados por varios estudios experimentales:
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W. Huang (2008) evalu6 extractos de tabaco obtenidos mediante extraccién
con CO, supercritico y por calentamiento a reflujo, concluyendo que la
capacidad antioxidante aumentaba proporcionalmente con el contenido de
solanesol, especialmente cuando este alcanzaba concentraciones cercanas

al 3%.

Bai (2014) demostré que el solanesol puede absorber radicales generados
por la radiacion solar y ademas inhibir la actividad de la tirosinasa, una enzima

implicada en trastornos pigmentarios.

En estudios realizados por X. Yao (2015), se identificaron propiedades
hepatoprotectoras del solanesol, asi como efectos positivos en la proliferacion
de células hepaticas y en la inhibicion de bacterias patdégenas, tanto

grampositivas como gramnegativas.

Qin (2017) disefid una formulacion de micelas que incorporaban solanesol
como fotoprotector de la coenzima Q10, logrando preservar un 88% de esta

molécula tras 25 horas de exposicion a luz solar directa.

Finalmente, Pingali (2017) reporté que el uso de solanesol como excipiente

en sistemas de liberacion de farmacos contra el cancer no solo reducia los
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efectos secundarios asociados a otros portadores, sino que también

potenciaba su eficacia mediante un efecto sinérgico.

2.5.4. Mecanismos de accién para su actividad biolégica

Los mecanismos de accion del solanesol en su rol bioactivo se basan
principalmente en su capacidad para actuar como agente neutralizador de
radicales libres, protegiendo a las células del dafio oxidativo. Esta capacidad se
debe a su estructura quimica, rica en dobles enlaces no conjugados (Y. Ma,
2025), lo cual les confiere una alta reactividad frente a especies reactivas de
oxigeno, tales como el anion superoxido y el radical hidroxilo. Su eficacia en este

sentido es comparable a la del estandar antioxidante Trolox.

Otro de sus mecanismos relevantes es la modulacion de enzimas antioxidantes
endogenas, tales como SOD, catalasa y hemo oxigenasa 1 (HO™"), esta ultima
con funciones tanto antioxidantes como antiinflamatorias (X. Yao, 2015) (Figura

15).

Asimismo, el potencial antiinflamatorio del solanesol se encuentra estrechamente

vinculado a su capacidad de modular las vias de senalizacion asociadas al estrés
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oxidativo. Uno de los mecanismos propuestos involucra la activacion de las
proteinas p38 MAPK y Akt, las cuales cumplen un rol central en la regulacion de
la expresion de la enzima hemo oxigenasa 1 (HO""). Esta enzima participa en la
catabolizacion de la hemoglobina en biliverdina y monéxido de carbono (CO). La
biliverdina es rapidamente transformada en bilirrubina, un metabolito que posee
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias relevantes en el suero humano. Por
ello, la induccién de HO' mediada por solanesol podria constituir un enfoque
terapéutico prometedor para la intervencién del estrés oxidativo asociado a

procesos neurodegenerativos (De Galvez, 2010).
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Figura 15: Mecanismo de accién del solanesol. Adaptado de (Yiqiu, 2023)

La evidencia presentada a lo largo de este capitulo pone en relieve el papel
central del estrés oxidativo y la inflamacién en la fisiopatologia de diversas
afecciones cutaneas. La busqueda de alternativas que actuen sobre los
mecanismos moleculares implicados ha orientado la atencidén hacia compuestos

bioactivos con capacidad antioxidante y antiinflamatoria, especialmente aquellos
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de origen natural. En este contexto, los desechos generados por la industria
tabacalera representan una fuente subutilizada pero altamente prometedora de
compuestos de interés, entre los cuales destaca el solanesol. Su presencia en
los residuos de hojas de tabaco, junto con la posibilidad de recuperar extractos
ricos en antioxidantes, ofrece una via sustentable para el aprovechamiento de
subproductos industriales con valor agregado. Bajo esta perspectiva, la presente
investigacion se enfoca en la obtencién y caracterizacion de extractos
antioxidantes a partir de residuos de tabaco industrial, con énfasis en su
contenido de solanesol y su potencial aplicacion en el tratamiento de afecciones

cutaneas asociadas al estrés oxidativo y la inflamacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos especificos establecidos, se desarrolld la siguiente
metodologia, en estricto cumplimiento de las normativas vigentes relacionadas

con el manejo seguro y responsable de residuos quimicos.

3.1. Obtencion y estandarizacion de fracciones de extracto con contenido

de solanesol de las hojas de Nicotiana tabacum L.

3.1.1. Tratamiento de muestra

La materia prima utilizada consistié en hebras de tabaco tipo Burley, cultivadas
en Chile, especificamente en la zona comprendida entre las regiones del
Libertador Bernardo O’Higgins y del Bio BioLas hojas secas fueron sometidas a
un proceso de secado en estufa (Binder, Alemania) a una temperatura constante

de 45 °C durante 4 horas (Figura 16).

Posteriormente, se procedid a la molienda del material vegetal seco, seguida de

un tamizaje para obtener un tamano de particula inferior a 45 um. Finalmente, el
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polvo resultante fue almacenado en un recipiente ambar, correctamente rotulado
y sellado, garantizando su conservacion en condiciones Optimas para su posterior

procesamiento (Correa, 2019).

A B Tarapaca

Antofagasta —=

Atacama — w

Cogquimbe —  I¥

wvalparaiso
Regidgn

Libertader General Metropalitana

Bernardo ©'Higgins
cee Maule

Biobio —
Araucania

Los Lagos

Magallanes ¥y Antartica
Chilena

Figura 16: A, Material vegetal seco; B, Mapa que sefiala el sitio de cosecha del

material vegetal correspondiente a la zona centro- sur de Chile. Elaboracién propia
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3.1.2. Obtencion del Extracto

Para la obtencion del extracto, se pesaron 50 g de polvo de tabaco previamente
seco y tamizado, los cuales fueron sometidos a extraccion asistida por
ultrasonido (Elma, Alemania) durante 30 minutos a una temperatura de 30 °C,
empleando como disolvente 500 mL de etanol. Una vez finalizado el proceso, la
mezcla fue filtrada mediante papel de filtro con el fin de separar la fase sdélida del
extracto liquido. Posteriormente, el filtrado fue concentrado hasta sequedad
mediante evaporacion rotatoria a 60 °C. El extracto crudo obtenido fue lavado dos
veces, primero con 25 mL de agua acidificada al 1% y luego con 10 mL de n-
hexano, tras lo cual fue nuevamente secado. Finalmente, el residuo seco fue
reconstituido en una mezcla de n-hexano: acetato de etilo en proporcion 4:1 (v/v),
con el objetivo de preparar la muestra para su posterior fraccionamiento

cromatografico (Rizki, 2024).
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3.1.3. Fraccionamiento del extracto

El extracto crudo, fue sometido a un proceso de fraccionamiento mediante
cromatografia en columna clasica. Para ello, se empled una columna de vidrio de
16,5 cm de largo y 2,0 cm de diametro interno, la cual fue empacada con gel de
silice (diametro de poro 70-230) como fase estacionaria, utilizando una
proporcion columna/muestra (D/L) de 1:8. Previamente, se colocd un tapon de

algodon en el fondo de la columna para facilitar el flujo uniforme del eluyente.

El gel de silice fue suspendido en la misma mezcla de n-hexano: acetato de etilo
(4:1) empleada para la reconstitucién de la muestra. A continuacion, se cargé la
muestra en la parte superior de la columna y se inici6 el proceso de elucién. Las
fracciones eluidas se recolectaron en viales separados, conteniendo
aproximadamente 5 mL cada una. Todas las fracciones obtenidas fueron
analizadas por cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) con el propdsito de identificar aquellas que contenian

solanesol (Correa, 2019; Rizki, 2024).
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El diagrama de flujo presentado en la Figura 17 resume el procedimiento seguido

para la extraccion y fraccionamiento del solanesol a partir de hojas de Nicotiana

tabacum L.
D F H
i’ Extraccion Asistid _|—> _|—> —|—> !
xtraccion Asistida- e
i ié C tracio G Furificacion —
i, Ultrasonido C Separacion E oncentracion

A: Polvo Tabaco E: Fase Polar, Solanesol

' F: n-Hexano
B: Etanol
C: Extractp G Crudo Solfanesol _
D: Agua Acida H: n-Hexano: Acetato de Etilo

I: Extracto Purificado

Figura 17: Proceso de extraccidon del solanesol. Elaboracién propia

3.1.4. Analisis cualitativo y cuantitativo del extracto

La metodologia empleada para el analisis del solanesol se desarrollé con base
en protocolos previamente reportados, con algunas modificaciones adaptadas al

presente estudio. Para la identificacion cualitativa de las fracciones que contenian
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solanesol, se utilizé TLC, empleando placas de gel de silice (20 x 20 mm, Sigma-
Aldrich). La fase mavil utilizada fue n-hexano: acetato de etilo (4:1 v/v), y las
placas fueron reveladas mediante derivatizacion con vainillina para facilitar la
visualizacion de los compuestos presentes. Las fracciones que presentaron
bandas con el mismo factor de retardo del estandar de solanesol fueron

recolectadas y combinadas para su posterior analisis cuantitativo.

Para la confirmacion estructural de los compuestos presentes, las muestras
fueron analizadas mediante espectrometria de masas acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS), utilizando un equipo LCMS-8030 de Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Kioto, Japon). La ionizacion se realizdé por electroespray (ESI) en
modo positivo, con un voltaje de 4 kV y una temperatura de fuente de 350 °C. El
volumen de inyeccion fue de 5 L, con un flujo de 0,4 mL/min en modo isocratico.
La fase movil consistié en una mezcla de 20% de acetonitrilo (solvente A) y 80%
acido formico al 0,1% (solvente B). El rango de masas registrado fue de 50 a

2000 m/z, y la temperatura de la columna se mantuvo constante a 35 °C.

La cuantificacion del contenido de solanesol tanto en el extracto crudo como en
las fracciones enriquecidas se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de
ultra alta resolucion (UHPLC) en un sistema Nexera 40 (Shimadzu Corporation,

Kioto, Japon), equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD). Se utilizé
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una columna Kinetex® Phenyl-Hexyl (1,7 um, 100 A, Phenomenex), operando en
condiciones isocraticas con una fase mévil compuesta por acetonitrilo (80% v/v)
y agua (20% v/v). La temperatura de la columna fue de 50 °C, con un caudal de
0,5mL/min y un volumen de inyeccion de 5uL. Todas las muestras fueron
previamente filtradas mediante filtros de jeringa de 0,45 ym antes de su inyeccién

en el sistema cromatografico.

El analisis cuantitativo se baso6 en una curva de calibracion construida con cinco
soluciones estandar de solanesol (Cayman Chemical Company, 290 % de
pureza, CAS: 591079-11), en un rango de concentracién de 10 a 100 ug/mL. La
regresion lineal obtenida mostré una excelente correlacion (y = 13,919x + 5143,9;
R2 = 0,9997), confirmando la linealidad del método en el rango evaluado. Cada
analisis cuantitativo fue realizado por duplicado, y los resultados se expresan
como el promedio de dos experimentos independientes * desviacién estandar (N

= 2). La Figura 18 muestra la curva de calibracién correspondiente.
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Figura 18: Curva de Calibracion de la solucion Estandar.

El rendimiento del extracto se determiné mediante la siguiente ecuacion:

Peso del extracto
* 100 1
Peso seco del tabaco ( )

Rendimiento del extracto (%) =

La concentracién de solanesol obtenida mediante analisis HPLC se puede

convertir en unidades % p/p para determinar el peso seco de solanesol en

tabaco:

Peso de solanesol
*100 (2)

.. o) —
Rendimiento de solanesol (%) eso soco deltabace
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El peso de solanesol se calcula con la siguiente féormula:

Peso de solanesol = Concentracion de solanesol * Volumen de extracto (3)

La pureza del metabolito en el extracto se determiné calculando la relacion entre
el area del pico correspondiente al metabolito de interés y el area total de todos

los picos en el cromatograma, la formula utilizada fue:

Area del pico de metabolito
% de Pureza = - L — *x 100 (4)
Area total de todos los picos

3.2. Evaluacion in vitro de la capacidad antioxidante de las fracciones de

extracto obtenido

La actividad antioxidante in vitro puede ser evidenciada mediante diferentes

ensayos establecidos.
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3.2.1. indice de Folin- Ciocalteu. Determinacién de Grupos Reductores

Procedimiento

Se construyo una curva de calibracion utilizando acido galico a concentraciones
de 2; 4; 6; 8 y 10 pg/mL. Para ello, se tomaron volumenes de 2, 4,6, 8 y 10 mL
a partir de una solucién madre de acido galico con concentracion de 10 mg/mL
en etanol. Las absorbancias fueron medidas a una longitud de onda de 765 nm
(Figura 19). El analisis de regresion lineal evidencidé una correlacion directa
dentro del rango de concentraciones evaluado, con un alto coeficiente de
determinacion (y = 0,0602x + 0,2242; R?* = 0,9870). Cada determinacion
cuantitativa se realizé al menos en duplicado, y los resultados se expresan como

promedio *+ desviacion estandar de dos experimentos independientes (N = 2).

72



Yudeyki Almuina Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

£ 08 e
c
3 ®
N 0,6 [ Bl
2 o
S 04
o o
3
< 0,2

0

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién de Acido Galico (pg/mL)

Figura 19: Curva de calibracién del acido galico. Elaboracion propia

Para el analisis, se prepard una solucidon mezclando en un tubo 0,1 mL de la
muestra en etanol, 5 mL de agua destilada, 0,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu
y 2 mL de carbonato de sodio al 20%, afadiendo agua destilada hasta completar
un volumen final de 10 mL. La mezcla se agito suavemente y se dejo reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la absorbancia se
midié a 760 nm utilizando un espectrofotdmetro UV-Visible (Spectroquant Pharo,

Merck). Los resultados de fenoles totales se expresaron como mg equivalentes

73



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

de acido galico por gramo de extracto seco y mg equivalentes de acido galico por

100 g de hoja fresca (Dewanto, 2002).

3.2.2. Decoloracion del radical DPPH*. Determinacion de la actividad

antioxidante

Procedimiento

Se prepard una solucién del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH*) a
una concentracién de 0,15 mM en metanol grado analitico. La solucién se

protegié con papel aluminio para evitar su rapida degradacion por la luz.

Para el ensayo, se tomaron 20 pL del extracto o de sus fracciones disueltos en
etanol y se mezclaron con 180 uL de la soluciéon de DPPH. La mezcla se dejé
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se midio
la absorbancia a 517 nm mediante un espectrofotometro UV-Visible

(Spectroquant Pharo, Merck) (Joyeux, 1995).

Se empleo como estandar de referencia Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico) es un analogo hidrosoluble de la vitamina E,
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ampliamente utilizado en la evaluacion de la capacidad antioxidante. Para su
preparacion, se preparé una solucién madre con concentracion de 1,25 mg/mL.
A partir de esta, se elabord una curva de calibracion con concentraciones de 100,
200, 300, 400 y 500 pM. El procedimiento de medicion fue el mismo que para las
muestras. El analisis de regresion lineal mostré una relacién lineal en este rango,
con un alto coeficiente de correlacién (y = 0,0009x + 0,0005; R? = 0,992) (Figura
20). Cada experimento se realizé al menos en duplicado y los resultados se

presentan como promedio + desviacion estandar (N = 2)
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e
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Concentracion de Trolox (uM)

Figura 20: Curva de calibracion de Trolox. Elaboracién propia
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A partir de las absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad

antioxidante con la ecuacion que se presenta a continuacion:

. . . Abs. muestra con DPPH — Abs. Blanco
% Capacidad antioxidante = 1 — e DPPH *100  (5)

3.2.2.1. Decoloracion del radical DPPH+. Determinacioén del IC 50

Ademas, se realizé un ensayo para determinar la concentracion media inhibitoria
(ICso) del extracto. Para ello, se preparé una solucion de DPPH* a una
concentracion de 0,1 mM en metanol grado analitico, la cual se mantuvo

protegida de la luz cubriéndola con papel aluminio para evitar su degradacion.

Se tomaron 20 uL del extracto a diferentes concentraciones (0,25; 0,50; 0,75;
1,00; 1,25; 1,50; 1,75 y 2,00 ug/mL) disuelto en metanol, y se mezclaron con 180
ML de la solucion de DPPH. Las mezclas se dejaron reposar durante 30 minutos
a temperatura ambiente, tras lo cual se midio la absorbancia a 517 nm utilizando

un espectrofotometro UV-Visible (Spectroquant Pharo, Merck). Como control
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negativo se utilizé DPPH sin extracto (Alawode, 2018). El porciento de inhibicién

de DPPH se determiné de la siguiente forma:

Abs. Control (=) — Abs. muestra

% de Inhibicion de DPPH = Abs. del Control(s)

« 100 (6)

Los datos de inhibicion se ajustaron a un modelo lineal de la forma
(y=-40,45x+94,51; R?= 0,9936). A partir de esta ecuacion, se calculd el valor de
ICs0, definido como la concentracion necesaria para alcanzar un 50% de

inhibicion del radical DPPH.

3.2.2.2. Decoloracion del radical DPPH+. Determinacion de la cinética en

funcion del tiempo

Por otra parte, se evalué la actividad antioxidante en funcion del tiempo mediante
un ensayo cinético utilizando el radical libre DPPH*. Para ello, se mezclaron 20
ML del extracto y de cada una de las fracciones con 180 pL de la solucion de
DPPH (0,15 mM en metanol), y se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente. La absorbancia se registré cada 10 minutos a una longitud de onda de

517 nm utilizando un espectrofotometro UV-Visible (Spectroquant Pharo, Merck).
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Como control negativo se utilizé una solucion de DPPH sin muestra. El disefio

experimental se muestra en la Figura 21.

Este ensayo permitioé analizar la cinética de reduccién del radical DPPH por parte
de los compuestos presentes en el extracto y sus fracciones, evaluando la

velocidad y la eficiencia del proceso antioxidante a lo largo del tiempo.
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Figura 21: Disefio del ensayo de cinética del DPPH en funcion del tiempo. Elaboracién

propia
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3.2.3. Efecto Quelante sobre Metales de Transicion

Procedimiento

Para evaluar el efecto quelante del extracto y sus fracciones sobre iones
metalicos, se analizaron los cambios espectrales en la regidn ultravioleta (200—
400 nm) mediante espectrofotometria UV-Visible (Spectroquant Pharo Merck).
Las muestras fueron incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente en
una solucién tampén Tris (5 mM, pH 7,0) en presencia de sulfato ferroso (FeSO,)
a una concentracion final de 100 mM. El acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(100 mM) se utiliz6 como control positivo por su reconocida capacidad quelante,
mientras que el agua destilada fue empleada como control negativo (Okada,

1998). El efecto quelante se determiné mediante la siguiente ecuacion:

Absorbancia control—-Absorbancia problema

% Efecto Quelante =

«100 (7)

Absorbancia control
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3.2.4. Estabilizacion del Radical Hidroxilo (OH)

Procedimiento

Para este método se evalué la capacidad de los extractos y sus fracciones para
atrapar el radical hidroxilo (*OH). La generacién del radical se basé en la reaccion

de Fenton, siguiendo la metodologia descrita por (Halliwell, 1987).

La mezcla de reaccion se preparé combinando 50 uL de Fe®** (20 mM), 50 pL de
H,O, (42 mM) y 10 pL de acido ascérbico (50 mM) como reductor. A esta mezcla
se le afiadieron 10 L del extracto o de cada fraccion evaluada, junto con 100 pL
de desoxirribosa (2,8 mM). La solucién se incubd a 37 °C durante 60 minutos
para permitir la reaccion de oxidacion de la desoxirribosa por los radicales

hidroxilos generados.

Finalizada la incubacion, se agregaron 1 mL de acido tricloroacético (TCA, 2,8%)
y 1 mL de &cido tiobarbiturico (TBA, 1%) a cada tubo. Las muestras fueron
posteriormente calentadas a 100 °C durante 15 minutos en bafio maria. Tras

enfriar a temperatura ambiente, se midié la absorbancia a 532 nm mediante
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espectrofotometria UV-Visible (Spectroquant Pharo Merck). Las determinaciones
se realizaron por triplicado. El porcentaje de inhibiciéon del radical hidroxilo fue

calculado mediante la siguiente ecuacion:

iy s = Absorbancia control-Absorbancia muestra
% de Inhibicion = * 100 (8)

Absorbancia control

3.3. Determinacion del efecto protector contra el estrés oxidativo del

extracto obtenido en lineas celulares

La actividad antioxidante in vitro sera evidenciada mediante un ensayo de

proliferacion celular en lineas celulares EA.hy926

3.3.1. Descripcion de linea celular y cultivo

La linea celular EA.hy926 es una linea endotelial humana obtenida en 1983 por
Edgell C.J., a partir de la fusién de células endoteliales primarias derivadas de

vena umbilical humana (HUVEC) con la linea celular A549 (carcinoma pulmonar
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humano) (Edgell, 1983). Esta linea hibrida conserva muchas de las
caracteristicas funcionales del endotelio vascular humano, por lo que es
ampliamente utilizada en estudios relacionados con la fisiologia y la respuesta

del endotelio frente a distintos estimulos (Edgell, 1983).

Para los ensayos experimentales, las células EA.hy926 fueron sembradas y
desarrolladas hasta alcanzar la cantidad suficiente necesaria para su
mantenimiento y para la realizacion de los ensayos in vitro. El cultivo celular se
llevé a cabo en frascos especificos para cultivo celular, en condiciones estandar
de atmédsfera humeda, a 37 °C, con una concentracion de CO, al 5%, en

incubadora controlada.

3.3.2. Ensayo de citotoxicidad celular en células endoteliales

Procedimiento

Para el desarrollo del ensayo de viabilidad celular mediante MTT, se sembraron
aproximadamente 10 000 células EA.hy926 por pocillo en placas de cultivo de 96
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pozos, incubandolas durante 24 horas a 37 °C en una atmésfera humidificada
con 5% de CO,. Posteriormente, se incubaron en cuatriplicado con diferentes
concentraciones del extracto de tabaco y la fraccion unificada con presencia de

solanesol (10; 1; 0,1; 0,01 mg/mL) durante 24 horas adicionales.

Transcurrido este tiempo, se retiré el medio de cultivo y los pocillos fueron
lavados dos veces con 100 uL de solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
Luego, se afadié medio de cultivo libre de fenol rojo y 10 pL de solucion de MTT
(3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio bromuro; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a cada pocillo, incubandose por 3 horas a 37 °C. Finalizada la
incubacion, se adicioné 1 yg/mL de DMSO para solubilizar los cristales de

formazan, manteniéndose a 37 °C durante 10 minutos.

Finalmente, se midio la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas Biotek
Synergy 2 SL (Merck, 2024). Los resultados obtenidos permitieron evaluar la
viabilidad celular en funciéon de la concentracién de los tratamientos aplicados

(Figura 22).

El porcentaje de viabilidad se obtuvo como lo muestra la Ecuacion:

% Viabilidad (Vb) _ Absorbancia células tratadas +100 (9)

Absorbancia células control
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Figura 22: Ensayo de viabilidad, con muestras en cuadriplicado en células EA.hy926 y

en una placa de 96 pocillos. Elaboracion propia

3.3.3. Deteccidn de especies reactivas de oxigeno total

Procedimiento

Para el desarrollo de este procedimiento, se sembraron aproximadamente 10 000

células EA.hy926 por pocillo en placas de cultivo celular de 96 pocillos,
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incubandolas durante 24 horas a 37°C y 5% de CO, para favorecer su
adherencia. Posteriormente, las células fueron tratadas en triplicado con extracto
de tabaco y con la fraccién unificada rica en solanesol, a concentraciones de 10,
1,0,1y 0,01 mg/mL, durante 24 horas. Finalizada la incubacién, se retir6é el medio
de cultivo y los pocillos se lavaron dos veces con 100 pyL de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). A continuacion, se adicionaron 5 uL de perdxido
de hidrégeno (H,0,) al 2% en PBS, y se incubaron nuevamente a 37 °C durante

30 minutos, con el fin de inducir estrés oxidativo.

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) fue detectada mediante
la sonda diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA, Molecular Probes) a una
concentracion de 0,5 uM, incubando durante 30 minutos a 37 °C en oscuridad.
La fluorescencia generada por la oxidacion intracelular del DCFH a DCF fue
medida en un lector de microplacas Synergy 2 (BioTek Instruments) con
excitacion a 485 nm y emision a 520 nm. La intensidad de fluorescencia es

proporcional a la cantidad de ROS generadas (Ortega, 2017).

3.4. Formulacion de un gel a base de solanesol
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Con el objetivo de desarrollar una formulacién tépica, se elabord un gel
hidroalcohdlico empleando Carbopol® 934 como agente gelificante. La
preparacion se realizd cumpliendo con las normas de Buenas Practicas de

Manufactura (GMP) (NF, 2007).

Para la formulacion del gel, se seleccionaron cuidadosamente los excipientes
descritos en la Tabla 2, considerando su compatibilidad con el extracto, su
impacto ambiental y su adecuada funcionalidad tecnoldgica. La incorporacion del
extracto estandarizado se realiz6 al final del proceso, una vez obtenida la base

gelificada y neutralizada.

El producto final fue envasado en recipientes plasticos y almacenado en
condiciones controladas de temperatura y humedad (lugar fresco y seco), hasta

su evaluacion fisico-quimica y funcional (Sridevi, 2017).
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Ingredientes Cantidades (% w/w)
Fitocomplejo 1
Carbopol-934 1
Trietanolamina CS
Metil Parabeno 0,5
Propil Parabeno 0,2

Tabla 2: Formulacién del gel de Solanesol. Elaboracién Propia

3.4.1. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del gel de solanesol

El gel formulado fue evaluado para distintos parametros fisicoquimicos como
color, pH, homogeneidad, viscosidad (Sridevi, 2017) y contenido de drogas

(Basha, 2011).

e Medicién del pH

Se pesaron 5 g de gel, los cuales se dispersaron en 50 mL de agua destilada. El

pH de la suspension resultante se determiné utilizando un medidor de pH digital
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(EDGE multiparamétrico, Hanna). El experimento se realizé por triplicado y se

reporto el promedio de las mediciones.

« Homogeneidad

La homogeneidad del gel se evalué mediante observacion visual, verificando la

apariencia general y la presencia o ausencia de particulas o sustancias extranas.

o Viscosidad

La viscosidad fue medida con un viscosimetro digital Brookfield Modelo DV-E,
con set de spindles RV a velocidad constante y temperatura controlada. Para ello,
se pesaron 50 g de gel, que fueron colocados en un vaso de precipitados de 100

mL. Los resultados se expresaron en centipoise (cP).

o Contenido de drogas en la formulacion

Se construy6 una curva de calibracién utilizando con cinco soluciones estandar
de solanesol (Cayman Chemical Company, 290% de pureza, CAS: 591079-11),
en un rango de concentracion de 0,5y 1,75 mg/mL. La regresion lineal obtenida
mostré una excelente correlaciéon (y = 1,1411x -0,2197; R? = 0,996), (Figura 23)

confirmando la linealidad del método en el rango evaluado. Cada analisis fue
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realizado por duplicado, y los resultados se expresan como el promedio de dos

experimentos independientes + desviacion estandar (N = 2).

]

1,6

028

Absorbancia 220 nm

04

Concentracidon de Solanesaol (mg/ml)

Figura 23: Curva de Calibracion de la solucion Estandar. Elaboracién propia

El contenido de solanesol en el gel formulado se determind disolviendo con
precision 1 g de gel en 10 mL de etanol. Posteriormente, se midié la absorbancia
a una longitud de onda de 220 nm utilizando un espectrofotometro UV-Visible
(Spectroquant® Pharo, Merck). El contenido de solanesol se expresd como

porcentaje en peso (% p/p) en relacion con el peso total del gel.
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3.5. Analisis Estadistico

Para el disefio de los experimentos y el analisis de los resultados mediante
ANOVA de un solo factor, se empled el programa estadistico GraphPad Prism
8.4.2. En el caso de los estudios in vitro en celdas de Franz, se compararan los
resultados de las diferentes formulaciones para seleccionar la que presente los

mejores resultados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de los
datos recolectados durante la investigacion. Para facilitar su comprension, el
contenido se organiza segun las variables clave del estudio, permitiendo una

interpretacion clara, estructurada y coherente de la informacion.

41. Obtencion de un extracto y sus fracciones con contenido de

solanesol de las hojas de Nicotiana tabacum L.

En este estudio se logré obtener un extracto enriquecido en solanesol a partir de
hojas de Nicotiana tabacum L. mediante un proceso de extraccion que combind
el uso de disolventes organicos y condiciones controladas de temperatura. Se
empled la extraccion asistida por ultrasonido como método principal para la
obtencion de metabolitos secundarios, técnica que, en comparacion con otros
métodos reportados en la literatura como Soxhlet, microondas, reflujo y
extraccion en fase solida (Hu, 2015), presenta diversas ventajas en términos de

eficiencia y reduccion del consumo de recursos.
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Los resultados obtenidos evidencian que la extraccidn por ultrasonido permite
obtener extractos de alta calidad en un tiempo significativamente menor, lo cual
respalda su eficacia como alternativa frente a métodos convencionales. Este
proceso se caracterizd por ser rapido y sencillo, generando un ahorro

considerable tanto en reactivos como en energia.

En comparacion con el método Soxhlet, ampliamente utilizado en la extraccion
de metabolitos vegetales, la técnica asistida por ultrasonido (UAE) demostrd
claras ventajas en términos de eficiencia operativa y sostenibilidad (Chemat,

2017), segun se puede apreciar en la tabla 3.
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Caracteristicas
Tiempo de extracciéon

Volumen de solvente por 10 g
de muestra

Tipo de solvente

Rendimiento de extraccion
Eficiencia

Consumo de energia

Soxhlet
4 — 8 horas
150 — 300 mL
Hexano, etanol, metanol
u otros organicos
1% — 3%
Menor

Alto

UAE
15 — 60 minutos
20 -50 mL
Hexano, etanol, metanol u
otros organicos
2% — 5%
Mayor

Bajo

Tabla 3: Comparacion de la eficiencia de extraccion de metabolitos secundarios

mediante Soxhlet y UAE. Tomado de (L. Wang, & Weller, CL, 2006)

La Figura 24 presenta el extracto obtenido tras el proceso de extraccion y

posterior purificacidon mediante columna clasica. Los resultados indican que el

extracto generado mediante ultrasonido contiene una concentracion adecuada

de los metabolitos de interés, confirmando la efectividad de esta técnica.

Ademas, la purificacién cromatografica permitié una separacion eficiente de los

compuestos, mejorando la calidad del extracto final. Este paso de purificacion es

fundamental para evitar interferencias en los analisis posteriores y en el

desarrollo de productos derivados.
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Figura 24: A, Extracto obtenido en el proceso de ultrasonido; B, Extracto después de

ser sometidos a purificacion y fraccionamiento en columna clasica.

Un estudio reciente realizado por Banozi'c (2019) evalud la extraccidon asistida
por ultrasonido de solanesol y compuestos fendlicos a partir de diversos residuos
de la industria tabacalera (restos, polvo y nervadura central), comparandolos
también con hojas de tabaco enteras. Se observaron rangos notables en la
concentracion de compuestos fendlicos: acido clorogénico (3,64- 804,2 ug/mL),
acido caféico (2,34- 10,8 ug/mL), y rutina (11,56- 93,7 ug/mL); por su parte, el

contenido de solanesol oscil6 entre 294,9 y 598,9 ug/mL para hojas y residuos.
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Ademas, concentraciones especificas de solanesol en los extractos de residuos
variaron entre 5,03 y 18,28 ug/mL, evidenciando diferencias dependientes del
tipo de residuo (concentraciones mas altas en restos y polvo que en nervadura
central) y de las condiciones optimas de UAE (tiempos entre ~9 y 51 min,
temperaturas entre ~34 y 76 °C, inclusion de NaOH 0,05 M) (Atla, 2014). Estas
variaciones se reflejaron directamente en la actividad antioxidante de los
extractos, para las muestras de residuos variaron entre 0,71% y 37,24%,
mientras que para los extractos de hojas oscilaron entre 13,94% y 95,02% lo que
confirma que tanto el tipo de residuo como los parametros de ultrasonido tienen
un impacto significativo en el rendimiento y la calidad del extracto (Banozi’'c,

2019).

En relacion con los solventes empleados para la obtencion de extractos, se han
utilizado diversas sustancias como agua, hexano, etanol, diclorometano, n-
butanol, acetato de etilo, metanol y éter de petroleo. Considerando la creciente
necesidad de aplicar métodos de extraccion sostenibles y respetuosos con el
medio ambiente, asi como la baja toxicidad del etanol en comparacion con otros
solventes (exceptuando el agua), se opto por utilizar etanol debido a su capacidad
para extraer metabolitos de interés, especialmente aquellos con caracteristicas

polares.

95



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

Ademas, se aplicd un proceso de molienda para reducir el tamafno de particula
del material vegetal, incrementando asi el area de contacto entre el sustrato
vegetal y el solvente, lo que favorece la eficiencia de la extraccion (Duefas,

2017).

En conjunto, los resultados presentados en este acapite evidencian la efectividad
de la extraccion asistida por ultrasonido como una estrategia eficiente, rapida y
sostenible para la obtencién de solanesol y otros metabolitos bioactivos a partir
de hojas de Nicotiana tabacum L. y residuos derivados de su procesamiento

industrial.

4.2. Estandarizacion de un extracto y sus fracciones con contenido de

solanesol de las hojas de Nicotiana tabacum L.

La estandarizacidon de un extracto es un proceso mediante el cual se asegura que
un extracto vegetal (o de cualquier origen natural) tenga una composicion
quimica constante, reproducible y cuantificable en términos de uno o mas

compuestos bioactivos especificos.
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4.2.1. ldentificaciéon de marcadores quimicos activos en el extracto y sus

fracciones con contenido de solanesol

Una de las técnicas utilizadas para la identificacion preliminar de compuestos en
mezclas complejas es la TLC, la cual resulta especialmente util en estudios
fitoquimicos. Esta técnica fue empleada con el propdsito de evaluar la pureza de
las fracciones obtenidas a partir de Nicotiana tabacum L. y detectar la presencia

de solanesol tanto en el extracto crudo como en las fracciones purificadas.

Una de las principales ventajas de la TLC es que requiere volumenes reducidos
de muestra y de solvente, lo que la convierte en una herramienta eficiente y
econdmica para el andlisis cualitativo de compuestos. En la Figura 25 se
presentan los resultados obtenidos mediante TLC, donde se compararon las
bandas del extracto bruto y las fracciones purificadas. Las muestras fueron
aplicadas sobre placas recubiertas con gel de silice y desarrolladas en una
camara de elucién utilizando una mezcla de solventes antes mencionada en la
metodologia de polaridad diversa, con el fin de optimizar la separacién de los

componentes presentes.

El analisis cualitativo de los extractos evidencié la presencia de solanesol

mediante la comparacién con patrones de referencia, observandose un perfil
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cromatografico caracteristico que coincidié con el de los estandares comerciales.
Los resultados permitieron identificar que las fracciones colectadas entre la
numero 6 y la 14 contenian predominantemente solanesol debido a que
presentaron un Rf (0,29) igual que el estandar de solanesol, indicando que dichas
fracciones eran particularmente ricas en este metabolito. Esta observacion se
corrobord por la similitud entre la banda del estandar y las bandas observadas

en dichas fracciones.

No obstante, en las fracciones 6, 13 y 14 se visualizé una menor intensidad de la
mancha correspondiente al solanesol en comparacion con las fracciones 7 a 12,
las cuales presentaron mayor concentracion del compuesto. Asimismo, se
detectaron otras sustancias de menor intensidad, las cuales no interfirieron
significativamente en la posterior cuantificacién del solanesol, aunque reflejan la

complejidad quimica del extracto obtenido.
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s E 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 25: Cromatografia de placa delgada, (S) estandar de solanesol, (E) extracto
bruto, (1-17) fracciones de los extractos obtenidos de la columna cromatografica.

Elaboracion propia

Cabe destacar que, si bien la TLC constituye una herramienta eficaz para la
identificacion cualitativa preliminar, no permite determinar el grado de pureza del
compuesto ni proporciona informacion cuantitativa. Por esta razén, se recurrio al
empleo de técnicas analiticas mas especificas y sensibles, como la

espectrometria de masas (MS) y la cromatografia liquida de alta resolucion
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(HPLC), con el fin de confirmar la identidad del solanesol y cuantificar su

concentracion en las fracciones seleccionadas.

La espectrometria de masas se ha consolidado como una herramienta
indispensable para el analisis cualitativo de metabolitos secundarios

provenientes de matrices vegetales complejas (Blazenovi¢, 2018).

En el espectro de masas de alta resolucion obtenido en modo de ionizacion
positiva (MS ESI+), presentado en la Figura 26, se observaron tres picos
principales con relaciones masa/carga (m/z) de 669,5; 653,6 y 613,6. Estos
fragmentos corresponden a los iones mas estables generados por la molécula de

solanesol.

Uno de los fragmentos mas abundantes corresponde al aducto con potasio (m/z
= 669,5), lo cual es consistente con la capacidad del grupo hidroxilo (“OH)
presente en el solanesol para coordinarse con el cation K* mediante
interacciones ion-dipolo. La naturaleza apolar de la molécula favorece esta
interaccion al no competir significativamente por la solvatacion del cation. Al
contrastar los valores de m/z obtenidos con el peso molecular tedrico del
solanesol (PM = 647,1 g/mol), se identificd el ibn molecular [M+H]* con m/z =

648,6, confirmando la presencia del compuesto en la muestra. El valor observado
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para el aducto con potasio (m/z = 669,5) concuerda con la suma del ion molecular
mas la masa del catién potasio (K*), lo que refuerza la identidad del analito como

solanesol (W. Huang, 2008).

rtens.

Solanesol

CasHz240 / / ?”
PM: 647,1 g/mol :
[M+H]+=648,6

100+ 648.6
613.6
653.6
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Figura 26: Espectro de masa y estructura quimica del compuesto principal.

Elaboracién propia

El pico con m/z = 613,6 observado en el espectro de masas corresponde

presumiblemente a un fragmento generado por la ruptura de un enlace carbono-
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carbono (C-C) en uno de los extremos de la cadena isoprenoide del solanesol,
lo cual sugiere una fragmentacién en una unidad terminal. Por su parte, el
fragmento con m/z = 653,6 es probablemente atribuible al aducto [M+Na]®,
fendbmeno comun en analisis de espectrometria de masas cuando existen trazas
de sodio en la muestra o el sistema. La aparicion de picos a m/z = 653,6 y 669,5
confirma la tendencia del solanesol a formar complejos idnicos con cationes
metalicos, una caracteristica tipica de alcoholes con largas cadenas

hidrocarbonadas.

Para complementar la identificacién cualitativa y llevar a cabo la cuantificacion
del solanesol, se empleé UHPLC acoplada a un detector de DAD. Este analisis
permitié obtener cromatogramas de alta resolucion tanto para el extracto como
para el estandar comercial de solanesol. A partir del analisis de estos
cromatogramas, se identificd el tiempo de retencion (tR) del compuesto de

interés.

La Figura 27 muestra el cromatograma representativo del solanesol, en el cual
se observa una senal principal con un tiempo de retencion de 13,091 minutos,
bajo las condiciones experimentales establecidas. Este valor coincidié con el
registrado para el estandar comercial, lo cual confirma la presencia del metabolito

en las fracciones purificadas. Esta coincidencia entre el perfil cromatografico del
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patrén y las muestras analizadas respalda la confiabilidad del procedimiento

empleado para la identificacion y cuantificacion del solanesol.
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Figura 27: Cromatograma de HPLC-DDA; A, estandar de solanesol; B, extracto crudo

de solanesol; C, fracciones de extracto obtenidas (7-12). Elaboracion propia

Al comparar el cromatograma obtenido para la muestra con el correspondiente al
patron de solanesol, se observa una coincidencia en los tiempos de retencion, lo
cual permite confirmar cualitativamente la presencia de solanesol tanto en el
extracto como en las fracciones purificadas. Asimismo, se detectaron otros picos
menores en el cromatograma, los cuales podrian corresponder a impurezas
presentes en la muestra o a otros compuestos secundarios no eliminados

completamente durante el proceso de purificacion.
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En funcién de los analisis cualitativos realizados, se confirmd la presencia de
solanesol en varias de las fracciones obtenidas, destacandose especialmente las
fracciones 7 a 10 por su mayor intensidad y pureza. Por este motivo, se
seleccionaron dichas fracciones para los ensayos posteriores. Adicionalmente,
con el fin de maximizar el aprovechamiento del extracto y obtener una muestra
representativa, se reunieron las fracciones 6 a 14 en una muestra compuesta
denominada fraccion unificada (FU), la cual fue también utilizada en los analisis
complementarios del estudio. Dado que las técnicas aplicadas hasta este punto
permitieron solamente una identificacion, se hizo necesario complementar los
resultados mediante analisis cuantitativos que permitieran determinar con

precision la concentracion de solanesol en las muestras seleccionadas.

4.2.2. Analisis cuantitativo de un extracto y sus fracciones con contenido

de solanesol

La cuantificacion del contenido de solanesol en el extracto y sus fracciones se
realizé mediante HPLC con detector de DAD. A partir de los cromatogramas

obtenidos, se determinaron los tiempos de retencion y el area bajo la curva de
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los picos correspondientes al solanesol, lo que permitié calcular su concentracion

y establecer el porcentaje de pureza en las muestras analizadas (Tabla 4).

El rendimiento promedio del extracto fue de 3,2% en peso con respecto a la

materia prima utilizada. En cuanto al metabolito de interés, se obtuvo un

rendimiento de solanesol del 1,98% a partir del extracto crudo. Posteriormente,

este material fue sometido a un proceso de purificacion, alcanzando una pureza

final del 90-98% para las fracciones analizadas.

Muestras Area del Concentracion FD Concentracién

Pico (ug/mL) (ug/mL)

F7 1000977,50 71,54 20 1430,89
F8 1270870,00 90,93 20 1818,70
F9 1372122,50 98,20 20 1964,19

F10 618088,00 44,03 20 880,73
FU 1195512,00 85,52 20 1710,42
E 1064209,00 76,08 200 15217,54

F7, 8,9,10: fracciones 7,8,9,10; FU: fraccion unificada; E: extracto

Tabla 4: Datos obtenidos de HPLC-DDA. Elaboracién propia

Concentracion
(mg/mL)

1,43
1,82
1,96
0,88
1,71

15,22
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El solanesol se encuentra en el tabaco tanto en forma libre (alcohdlica) como en
forma esterificada, como ésteres de solanesilo (Dunkle, 2016). En el tabaco tipo
Burley, el contenido de solanesol libre aumenta después del proceso de curado,
lo cual representa una ventaja significativa al utilizar tabaco curado en lugar de

tabaco verde para la extraccion de este compuesto.

En China, la extraccion de solanesol a partir de hojas de tabaco con fines
comerciales ha sido ampliamente estudiada, reportandose rendimientos
variables que oscilan entre 0,03% m/m y 0,4% m/m con respecto a hojas secas
(Torres, 2017). Sin embargo, un estudio reciente realizado por Rizki (2024), en el
que se compararon distintos métodos de extraccion (microondas, ultrasonido y
una extraccion secuencial asistida por microondas-ultrasonido), reporté un
rendimiento maximo de 3,0%, siendo este valor notablemente superior al de otros
estudios. Este alto rendimiento se atribuye al uso de hojas frescas y a la
implementacion de una metodologia de extraccidn secuencial que combina

ambas tecnologias.

Por otra parte, X. Huang (2019) evaluaron la capacidad antioxidante de extractos
de tabaco obtenidos mediante extraccion con CO, supercritico y por

calentamiento a reflujo. Los resultados indicaron que la capacidad captadora de
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radicales libres aumenta con la concentracion de solanesol, observandose una

mayor actividad en los extractos con alrededor de un 3% del compuesto.

En el presente estudio, el extracto purificado de solanesol alcanz6 una pureza
del 94%. Este valor cumple con los requerimientos para su aplicacién directa en
el area biomédica o como precursor en la sintesis de compuestos bioactivos
como la coenzima Q10 y la vitamina K,, para los cuales se exige una pureza
minima del 90% (Correa, 2019). Por lo tanto, el protocolo propuesto demostré ser
eficaz no solo en términos de rendimiento, sino también en la obtencién de un

producto altamente purificado.

La cuantificacion del solanesol demostré que el protocolo de extracciéon y
fraccionamiento aplicado fue altamente eficiente. Estos resultados no solo
superan los rendimientos reportados en estudios previos, sino que también
cumplen con los estandares requeridos para aplicaciones biomédicas e
industriales, validando asi la viabilidad del proceso propuesto para la obtencion
de solanesol a partir de tabaco, por lo que se hace necesaria la determinacion de

su capacidad antioxidante, para determinar sus posibles mecanismos de accion.
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4.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto obtenido de

Nicotiana tabacum L., mediante ensayos in vitro

Los compuestos bioactivos presentes en extractos vegetales —como hojas,
frutos u otras partes— ejercen diversas funciones bioldgicas que pueden
contribuir a la prevenciéon y tratamiento de enfermedades. Estos metabolitos
secundarios han mostrado efectos positivos en la reduccién del estrés oxidativo,
inhibicion del desarrollo tumoral, actividad antiinflamatoria y regulacion de los

niveles de lipoproteinas de baja densidad (Banozi¢, 2020).

4.3.1. Determinacién de Grupos Reductores. indice de Folin- Ciocalteu

El reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con compuestos que presentan grupos
hidroxilo fendlicos. Aunque no es especifico para un tipo particular de fenoles,
este ensayo permite estimar la concentracion total de grupos hidroxilos fendlicos
en un extracto vegetal (Morillas, 2012). Los resultados se expresan en

microgramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra (ug EAG/g), y
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pueden servir como marcadores quimicos utiles para mecanismos de

estabilizacidon de radicales libres por transferencia de electrones.

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para el contenido de
compuestos fendlicos totales. El analisis de varianza (ANOVA) mostré diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,0070), evidenciando que el extracto crudo
(E) y la fraccion unificada (FU) presentaron valores significativamente mayores
en comparacion con otras fracciones. Esto sugiere una mayor presencia de

grupos reductores en dichas muestras.

De acuerdo con los resultados, el extracto, la fraccion FU y la fraccion F9
mostraron el mayor contenido de compuestos fendlicos, expresados en mg
EAG/g. En contraste, las fracciones F7, F8 y F10 presentaron valores
considerablemente mas bajos, lo cual indica una menor concentracién de estos

metabolitos bioactivos en dichas colectas.
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Muestras Concentracion Concentracion DE Significancia
(mgEAG/g) (mgEAG/g planta)

F7 3,47 34,72 0,022 d
F8 3,84 38,45 0,004 c
F9 4,57 45,70 0,010 b
F10 3,50 35,02 0,017 c
FU 4,95 49,52 0,010 ab
E 5,07 50,74 0,141 a’

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un
factor, p < 0,05. F7, 8,9,10: fracciones 7,8,9,10; FU: fraccién unificada; E: extracto

Tabla 4: Determinacion de grupos reductores totales. Elaboracién propia

Generalmente, se observa una correlacion directa entre el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos vegetales. Esto se debe a
que los compuestos fendlicos son reconocidos por su capacidad para neutralizar
radicales libres, actuando como donadores de electrones o atomos de hidrégeno,
y contribuyendo asi significativamente a la capacidad antioxidante global de la

planta (Belloso, 2015).

En el presente estudio, la actividad antioxidante observada en el extracto y sus

fracciones no fue particularmente elevada en comparacién con la reportada en
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investigaciones similares realizadas en otras especies pertenecientes a la familia
Solanaceae. Por ejemplo, Huamani (2023) evalué el contenido de fenoles totales
en hojas postcosecha de Solanum tuberosum variedad unica, obteniendo
extractos etandlicos al 10% con un contenido equivalente a 72,11 mg de acido
galico por 100 mL de extracto. Estos valores son considerablemente superiores

a los obtenidos en el presente trabajo.

No obstante, se observaron similitudes con los resultados obtenidos por Alvarado
(2021), quienes analizaron el contenido fendlico en frutos maduros de Solanum
pimpinellifolium. En ese estudio, el extracto etanol-agua mostré un contenido de
fenoles totales de 3,53 mg equivalentes de acido galico por 100 g de fruto seco,
lo cual se encuentra en el mismo orden de magnitud que las fracciones

estudiadas en esta investigacion.

Actualmente, existe un creciente interés cientifico por los compuestos fendlicos,
debido a la amplia gama de actividades biolégicas que presentan. Estos
metabolitos secundarios son considerados uno de los grupos fitoquimicos mas
relevantes por su contribucion al mantenimiento de la salud y su potencial
preventivo frente a diversas patologias. Numerosos estudios han demostrado
una correlacion negativa entre el consumo regular de compuestos fendlicos y la

incidencia de enfermedades cronicas no transmisibles, tales como enfermedades
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cardiovasculares, algunos tipos de cancer, enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer, cataratas y otras afecciones asociadas al envejecimiento

(Rivera, 2016).

En resumen, los resultados obtenidos mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu
evidenciaron una mayor concentraciéon de compuestos fendlicos en el extracto
crudo y en la fraccion unificada, lo que sugiere una mayor capacidad reductora
en estas muestras; sugiriendo que podrian ejercer su actividad antioxidante

principalmente a través de mecanismos tanto SET.

4.3.2. Decoloracion del radical DPPH*. Determinacion de la actividad

antioxidante y del IC 50

La evaluacion de la capacidad antioxidante de extractos vegetales ha recurrido,
de manera frecuente, al analisis de su potencial para neutralizar radicales libres.
En particular, el ensayo con el radical DPPH permite estimar esta capacidad
mediante un mecanismo basado en la donacion de atomos de hidrogeno por

parte del compuesto evaluado. Esta transferencia de hidrégeno genera la
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reduccion del radical DPPH, lo cual se manifiesta visualmente a través de un

cambio en la coloracién de la solucion (Garcia, 2012).

Segun los resultados obtenidos, se identificaron diferencias estadisticamente
significativas en la capacidad antioxidante entre las muestras analizadas. El valor
mas bajo se registrd en las fracciones 7 y 10, con una concentracion de 0,42 y
0,47 mg/mL respectivamente, siendo estadisticamente inferior al resto. A este le
siguieron las fracciones 8, 9 y U, entre las cuales no se observaron diferencias
significativas. En contraste, el extracto presenté el valor mas alto de actividad
antioxidante, diferencia que también fue estadisticamente significativa, como se

resume en la Tabla 5.
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Muestras Concentraciéon (mg/ml) DE Significancia
F7 0,42 0,00 c
F8 0,26 0,04 b
F9 0,21 0,02 b
F10 0,47 0,09 c
FU 0,20 0,04 b
E 0,08 0,03 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un
factor, p < 0,05. F7, 8,9,10: fracciones 7,8,9,10; FU: fraccién unificada; E: extracto

Tabla 5: Inhibicién del radical DPPH. Elaboracién propia

El ensayo con el radical DPPH muestra una mayor sensibilidad hacia
antioxidantes de caracter lipofilico, debido a que estos compuestos no son
solubles en medios acuosos. Bajo esta premisa, es posible interpretar que la
elevada actividad antioxidante observada en el extracto total se debe, en parte,
a la capacidad del disolvente utilizado para extraer compuestos de polaridad
intermedia con potencial antioxidante, lo que se refleja en la disminucién de la

absorbancia del radical DPPH (Pyrzynsha, 2013).
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En una investigacion llevada a cabo por W. Huang (2008) se empled una técnica
de extraccion con CO, supercritico modificado con etanol para aislar solanesol
crudo a partir de hojas de tabaco. Los autores observaron que dicho extracto
presentaba una notable capacidad de eliminacion de radicales libres,
especificamente frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. Asimismo, se
establecié una correlacion significativa entre la actividad antirradicalaria del
extracto y el rendimiento de solanesol crudo, obteniéndose un modelo predictivo

con un elevado coeficiente de determinacion (R? = 0,946).

Respecto al porcentaje de inhibicion del radical DPPH, tanto el extracto total
como sus fracciones mostraron variaciones considerables. El extracto crudo
alcanz6 una inhibicién cercana al 90%, con un valor de ICs, de 0,89 pg/mL
(Figura 28), evidenciando una alta capacidad antioxidante. En contraste, las
fracciones 7 y 10 presentaron los valores mas bajos, con un porcentaje de
inhibicion en torno al 40%, sin embargo, estos resultados continuan siendo
relevantes dentro del contexto del estudio. La capacidad de estabilizacion del

radical DPPH por parte de las muestras evaluadas se ilustra en la Figura 29.

En el estudio desarrollado por Huamani (2023), se evalué el potencial
antioxidante in vitro del extracto etandlico de hojas de papa en etapa

postcosecha, utilizando el ensayo del radical DPPH. Los resultados revelaron que
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dicho extracto fue capaz de inhibir un 59,45% de la actividad del radical, partiendo
de una solucion con una absorbancia inicial de 1,016. De forma similar Mufioz
(2011) examind la actividad antioxidante in vitro de extractos metandlicos
obtenidos de Nicotiana glauca, Nicotiana trigonophylla y Solanum rostratum. En
este estudio, se observd que distintas partes de Nicotiana glauca presentaron
porcentajes de inhibicion del radical DPPH superiores al 50% a una

concentracion de 5 mg/mL.
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Figura 28: Determinacion del IC 50 para el radical DPPH. Elaboracion propia
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En comparacion, la especie analizada en el presente trabajo evidencié un
porcentaje de inhibicidon en el ensayo con DPPH superior al reportado en los
estudios mencionados, lo que sugiere una mayor capacidad antioxidante. Esta
propiedad potencialmente aporta valor en el desarrollo de formulaciones

farmacéuticas orientadas a contrarrestar los efectos del estrés oxidativo.

100 a

% de Inhibiciéon del Radical DPPH

F7 F8 F9 F10 FU E  Trolox
Muestras (mg/mL)

Figura 29: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH, expresado en porcentaje de

proteccion. Se presenta la media + error estandar de triplicado. 'Letras diferentes
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indican diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un

factor, p < 0,05. Elaboracién propia.

Por otro lado, nuestros resultados presentan similitudes con los obtenidos por
Pérez (2021) quien evalud la actividad antioxidante del extracto acuoso de fruto
micropulverizado de Solanum melongena L. 'berenjena’ (Solanaceae) mediante
el mismo método. En dicho estudio, se registrd una actividad antioxidante de
79,0% + 2,5 a una concentracion de 50 pg/mL, con un valor de IC5, de 30,4 ug/mL
+ 2,0. Estos hallazgos refuerzan la evidencia de que los metabolitos secundarios
presentes en distintas partes de las plantas pertenecientes a la familia
Solanaceae poseen una destacada capacidad para neutralizar radicales libres,
lo que las posiciona como candidatas prometedoras en la busqueda de fuentes

naturales de compuestos antioxidantes.

Cabe senalar que, si bien los mecanismos especificos mediante los cuales el
solanesol ejerce su accion antioxidante no han sido completamente dilucidados,
se han propuesto algunas vias, tales como la eliminacién directa de ROS, la
modulacién del sistema antioxidante enddgeno y la regulacién de vias de

sefalizacion celular asociadas al estrés oxidativo (X. Yao, 2015).
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Los resultados encontrados en este punto evidenciaron que tanto el extracto
crudo como algunas fracciones, especialmente la fraccion unificada y las
fracciones 8 y 9, presentan una destacada capacidad antioxidante. Esta actividad
se explicaria por mecanismos de transferencia de hidrégeno, dado el caracter
lipofilico de los compuestos predominantes, asi como por posibles mecanismos
complementarios como la eliminacion directa de ROS y la modulacion de rutas
celulares vinculadas al estrés oxidativo. Estos hallazgos refuerzan el valor del
extracto como fuente natural de compuestos con potencial aplicacion terapéutica

frente al dano oxidativo.

4.3.2.1. Cinética de actividad antioxidante

En el analisis cinético realizado sobre el extracto y sus respectivas fracciones, se
evalud la dinamica de neutralizacion de radicales libres en funcion del tiempo.
Los resultados indican que la velocidad de reaccion depende directamente del
contenido de metabolitos secundarios presentes en cada fraccion. Se observé
una elevada reactividad de los compuestos bioactivos durante la fase inicial de
la reaccion, alcanzandose un estado estacionario aproximadamente a los 10

minutos, como se muestra en las Figuras 30, 31 y 32.
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En particular, la Figura 30 evidencia que la velocidad de la reaccion es
relativamente baja durante el primer minuto, presentando una tendencia a la
estabilizacion alrededor de los 30 minutos. A partir de los 40 minutos, se alcanza
el valor minimo de la curva, el cual se mantiene constante hasta los 60 minutos,
lapso total de observacion considerado en ambas fracciones analizadas; valores
que difieren del estandar de Trolox donde se alcanzé una disminucion rapida del
radical DPPH a los 10 minutos de reaccién, manteniéndose estable durante todo

el periodo de analisis.
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Figura 30: Comportamiento cinético de las fracciones 7 y 8 frente al radical libre DPPH
en funcion del tiempo. Se presenta la media + error estandar de triplicado. Elaboracién
Propia
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En la Figura 31 se observa que la fraccién 9 presenta una elevada velocidad de
reaccion durante los primeros 10 minutos, lo que evidencia una rapida capacidad
de neutralizacion de radicales libres en esta etapa inicial. Posteriormente, la
actividad antioxidante alcanza un estado de estabilizacion, manteniéndose
constante desde los 10 minutos hasta el final del periodo de observacion, a los
60 minutos, comportamiento similar al estandar de Trolox. En contraste, la
fraccion 10 exhibe un comportamiento distinto, caracterizado por una reaccion
inicial mas lenta. En este caso, el valor minimo de la actividad antioxidante no se
alcanza sino hasta los 40 minutos, lo que sugiere una menor reactividad inicial

en comparacion con la fraccion 9.
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Figura 31: Comportamiento cinético de las fracciones 9 y 10 frente al radical libre
DPPH en funcidn del tiempo. Se presenta la media % error estandar de triplicado

Elaboracion Propia

La Figura 32 muestra que la velocidad de reaccion es considerablemente alta
durante los primeros 5 minutos, lo que evidencia una fase inicial de rapida
neutralizacion de radicales libres. Posteriormente, la reaccidon alcanza una fase
de estabilizacion a partir de los 10 minutos, manteniéndose este comportamiento
constante hasta los 60 minutos, tiempo total de observacion del experimento,

resultado comparables con el estandar de Trolox.
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Figura 32: Comportamiento cinético de las fracciones unificada y en el extracto crudo
frente al radical libre DPPH en funcion del tiempo. Se presenta la media + error

estandar de triplicado. Elaboracién Propia

Tal como lo han sefalado diversos autores, el analisis del comportamiento de los
compuestos durante la fase inicial —extremadamente rapida— de una reaccion
quimica permite atribuir esta etapa a la oxidacion directa de los antioxidantes por
parte del radical DPPH. En contraste, la fase subsiguiente, de menor velocidad,

podria deberse a reacciones secundarias que involucran a los productos
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oxidados. Los antioxidantes que participan en este tipo de reacciones rapidas
suelen poseer grupos funcionales con actividad antirradicalaria capaces de
transferir atomos de hidrégeno de manera eficiente en etapas cinéticas iniciales,
aunque su capacidad para realizar transferencias de hidrogeno mas lentas en

etapas posteriores es limitada.

Asimismo, diversos autores han planteado que la interaccién antiradicalaria de
los compuestos con el radical DPPH ocurre de manera irreversible. Segun lo
descrito por Guija (2019) y Sendra (2006) la mayoria de las muestras evaluadas
tienden a presentar una cinética bifasica: una etapa inicial rapida, seguida de una
fase mucho mas lenta que tiende a estabilizarse alrededor de los 10 minutos
posteriores al inicio de la reaccion. A partir de estas observaciones, puede
inferirse que las diferencias en la velocidad de reaccion estan estrechamente
relacionadas con la composicion quimica especifica de los compuestos

antioxidantes presentes en cada planta.

A partir de los resultados obtenidos en el analisis cinético, se confirma que la
capacidad antioxidante de los extractos y fracciones estd estrechamente
vinculada a la velocidad con la que sus compuestos bioactivos reaccionan frente
al radical DPPH. Las diferencias observadas en los perfiles de neutralizacion
sugieren la presencia de metabolitos con distinta reactividad y mecanismos de

accion, lo cual contribuye a una comprensién mas completa del comportamiento
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antioxidante del extracto obtenido y sus posibles aplicaciones en sistemas

bioldgicos.

4.3.3. Efecto Quelante sobre Metales de Transicion

La actividad quelante hace referencia a la capacidad de ciertos compuestos para
actuar como ligandos, es decir, donar dos o mas pares de electrones y formar
complejos estables con iones metalicos (Gonzalez, 2016). En el presente estudio,
tanto el extracto total como la fraccién unificada evidenciaron una alta capacidad
quelante, como se observa en la Figura 33. Estos resultados sugieren que el
solanesol posee la capacidad de donar multiples electrones, lo cual le permite
formar complejos estables con iones ferrosos (Fe?*). Por otra parte, las fracciones
8 y 9 mostraron un efecto quelante moderado, mientras que las fracciones 7y 10
evidenciaba bajo efecto quelante de metales de transicion, sin embargo, este

efecto es superior estadisticamente al control.

Debemos mencionar que no existen estudios similares con extractos de Nicotiana
tabacum L. Sin embargo, los resultados obtenidos fueron comparados con
aquellos reportados por Makanjuola (2015), quien evalud la actividad quelante
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del extracto de acetato de etilo de hojas de Camellia sinensis, planta
tradicionalmente utilizada para la preparacion de té verde. En ese estudio, se
reportd una capacidad quelante de 77,72%, ligeramente inferior a la observada
en nuestra investigacion. La comparacion se realizd con una especie
perteneciente a una familia botanica distinta, debido a la ausencia de estudios

previos que evaluen el efecto quelante en especies de la familia Solanaceae.
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Figura 33: Porcentaje de quelacion de metales de transicion. Se presentan los valores

como media * error estandar de tres réplicas independientes. 'Letras diferentes indican
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diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un factor, p

< 0,05. Elaboracion propia.

De manera similar Ruiz (2009) evalu6 las propiedades antioxidantes de los
productos generados en la reacciéon de Maillard, centrando su analisis en la
influencia de dichos compuestos sobre la absorcion de hierro y cobre, y su
relacion con la capacidad quelante de metales. En ese estudio, se observé que
el porcentaje de quelacion del ion ferroso oscilé entre un 80% y 90%, siendo mas
elevado en las muestras sometidas a tratamiento térmico a 100 °C. Estos
hallazgos son concordantes con los obtenidos en el presente estudio, lo cual
refuerza la evidencia de una elevada capacidad de quelacion del hierro por parte

de los compuestos analizados.

La quelacion de iones metalicos de transicion, como hierro, cobre, cromo, cobalto
y selenio, reviste una importancia fundamental en el contexto biolégico. En su
forma libre, estos metales pueden participar en reacciones redox, generando
ROS como el anion superdxido y el 6xido nitrico. La acumulacion excesiva de
estos iones metalicos no quelados en el organismo puede catalizar reacciones

como las de Haber-Weiss y Fenton, conduciendo a la formacion de radicales

128



Yudeyki Almuinia Guerra
Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

hidroxilos (*OH), los cuales son altamente reactivos y causan dafo celular severo

(Diaz, 2015).

No obstante, la presencia de antioxidantes en Nicotiana tabacum L. podria
permitir la formacion de complejos estables (quelatos) con estos iones metalicos,
lo que contribuiria a inhibir la generacion de radicales hidroxilos. Esta capacidad
qguelante podria también frenar procesos de peroxidacion lipidica, dafios al ADN
y modificaciones en proteinas y lipoproteinas, mecanismos que se asocian con
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, asi como con

diversas afecciones cutaneas (Jaramillo, 2016).

A partir de estos resultados, se puede inferir que el mecanismo antioxidante del
extracto y las fracciones de tabaco no solo involucra la neutralizacién directa de
radicales libres, sino también la capacidad de quelar iones metalicos de transicion
como el hierro. Esta doble accion —donacién de electrones y formacion de
complejos estables con metales— contribuye significativamente a la inhibicion de
reacciones redox generadoras de especies reactivas del oxigeno, reforzando el

potencial terapéutico del solanesol como agente antioxidante multifuncional.
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4.3.4. Estabilizacion del Radical Hidroxilo (OH)

El radical hidroxilo (*OH) se considera una de las especies reactivas mas
agresivas presentes en sistemas bioldgicos. Su alta reactividad se debe a que
reacciona casi instantdneamente en el sitio donde se genera, sin posibilidad de
difusion a otras zonas. Esta especie presenta tasas de reaccion extremadamente
elevadas con biomoléculas esenciales como proteinas, lipidos, acidos nucleicos
y acidos organicos, asi como una reactividad considerable con compuestos

aromaticos y alifatico (Gomez, 2005).

En esta ocasion se decidio trabajar solamente con el extracto crudo y la fraccion
unificada debido a la complejidad de la reaccidén que permite la generacion del

radical OH.

En la Figura 34 se presenta el porcentaje de inhibicion del radical hidroxilo
mediante la reaccion de Fenton, mientras que en la Figura 35 (A, By C) se
muestran los espectros de absorbancia registrados a 532 nm. Como control
positivo se utilizd acido galico, el cual mostrd la mayor capacidad antioxidante,
con un 72,0% % 0,005 de inhibicién. El extracto evaluado alcanzé una inhibicion
del 55,3% £ 0,003 mientras que la fraccidon unificada presentd la menor actividad,
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con un valor de 38,8% + 0,001. Estos resultados indican una tendencia clara en
la capacidad de inhibicion del radical hidroxilo, en funcién de la naturaleza
quimica de la muestra, tomando como referencia la alta actividad antioxidante del

acido galico.

El radical hidroxilo (*OH) tiene la capacidad de iniciar reacciones en cadena
mediante la abstraccion de atomos de hidrégeno, pero también actua como un
potente agente oxidante, ya que puede captar electrones con facilidad, formando
radicales HO+. Ademas, puede afadirse directamente a estructuras aromaticas y
olefinicas, o bien dimerizarse para originar peroxido de hidrégeno (H,O.). En los
sistemas biologicos, los principales blancos del dafo inducido por esta especie
reactiva son los acidos nucleicos, las proteinas y los acidos grasos

poliinsaturados (Valko, 2007).

131



Yudeyki Almuina Guerra

Evaluacién de un extracto obtenido desde Nicotiana Tabacum L. enriquecidos con solanesol en la reduccion del estrés oxidativo

80—
a1
72.00

o] b

60—
= 55.29
L
©
©
o
) c
o
pat 40— 38.81
i)
Q
2
=
£
[}
o 20—
=

0 — —
FU E Acido Galico

Muestras (mg/mL)

Figura 34: Porcentaje de inhibicién del radical hidroxilo. Se presenta la media + error

estandar de triplicado. 'Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre medias, segun ANOVA de un factor, p < 0,05. Elaboracién propia.
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Figura 35: Espectrograma de UV-VIS; A, fraccion unificada (FU); B, extracto crudo de
tabaco (E); C, estandar de acido galico. Linea azul, longitud de onda inicial de
referencia; linea verde, longitud de onda de medicién principal, donde se detecta el

maximo de absorcidn del radical OHe. Elaboraciéon Propia
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El solanesol, compuesto caracteristico de Nicotiana tabacum, presenta una
notable capacidad de neutralizacion de radicales libres, atribuida a la presencia
de multiples dobles enlaces no conjugados. Esta estructura le confiere una
elevada reactividad antioxidante, comparable incluso a la de estandares
reconocidos como el Trolox, especificamente en la depuracién de aniones
superoéxido y radicales hidroxilos (Y. Ma, Hou, T., Zhang, J., Zhou, Y., Xu, R., Liu,

Y and Wang, Y, 2011).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son consistentes con los
reportados por Z. a. Q. Zhang, J (2012), quien evalué la actividad antioxidante
de cuatro variedades de Flammulina velutipes (seta Enoki). En dicho estudio, se
observé que, la inhibicion del radical hidroxilo oscilé entre 28,10% y 74,2%,

valores comparables a los obtenidos con el extracto evaluado en este trabajo.

Sin embargo, al contrastar nuestros hallazgos con los reportados por Valverde
(2014) evidencia una menor capacidad de inhibicion del radical hidroxilo. En ese
estudio se evaluaron tres variedades de Ipomoea batata (camote), observandose
que la formacion de radicales superéxido e hidroxilo disminuia progresivamente
con el incremento de la concentracion del extracto. Entre las variedades
analizadas, la 1.B. morada presenté la mayor capacidad de inhibicion a una

concentracion de 25 mL, alcanzando un 90,8%, seguida por las variedades
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amarilla (81,4%) y naranja (84,8%). Estos resultados refuerzan la relacién directa

entre la concentracion del extracto y su capacidad antioxidante.

La evaluacién de la capacidad antioxidante del pepino (Solanum muricatum
Aiton) frente al radical hidroxilo revelé que, a una concentracién de 0,2 mg/mL,
dicho alimento logré inhibir un 46,46% de la actividad de esta especie reactiva.
Cuando la concentracion se incrementé a 1,0 mg/mL, la inhibicién alcanzé un
89,63%, con un valor de ICso de 0,23 mg/mL (Sudra, 2011). Estos resultados
guardan similitud con los hallazgos obtenidos en el presente estudio, reforzando
la idea de una relacion directa entre concentracion y capacidad de neutralizacion

del radical hidroxilo.

Por otra parte, se ha informado que el solanesol presenta una notable capacidad
para absorber radiacion ultravioleta, ademas de inhibir la actividad de la
tirosinasa, una enzima clave en la biosintesis de melanina. Este proceso esta
intimamente relacionado con alteraciones pigmentarias en la piel humana (Bai,
2014). Por consiguiente, el solanesol podria constituir un agente prometedor en
la prevencién del envejecimiento cutaneo y en la disminucién de la formacion de

manchas asociadas a la edad.
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Se puede concluir que el extracto de Nicotiana tabacum L. posee una capacidad
moderada para inhibir el radical hidroxilo, lo que sugiere que su mecanismo
antioxidante podria estar parcialmente mediado por la neutralizacion directa de
especies reactivas altamente toxicas. Estos resultados permiten identificar que el
solanesol actua como un agente multifuncional antioxidante, eficaz tanto en la
prevencion del dafio oxidativo como en la interrupcion de procesos prooxidantes,

lo que respalda su potencial aplicacidon en el ambito biomédico y cosmético.

Los ensayos antioxidantes in vitro realizados en el presente estudio permitieron
caracterizar la capacidad del extracto y sus fracciones para neutralizar radicales
libres y quelar iones metalicos, mediante mecanismos tanto HAT como SET. No
obstante, si bien estos resultados aportan informacién valiosa sobre el potencial
antioxidante a nivel quimico, es fundamental evaluar si dicha actividad se traduce

en efectos protectores a nivel celular.
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4.4. Determinacion del efecto protector contra el estrés oxidativo del
extracto obtenido de Nicotiana tabacum L., con presencia de

solanesol, en lineas celulares EAhy 926

El dafio oxidativo inducido en moléculas biolégicamente relevantes ha sido
ampliamente vinculado a procesos fisioldgicos como el envejecimiento, asi como
a una variedad de patologias, entre las que se incluyen enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer, e incluso distintos tipos de
cancer. La magnitud y consecuencias del dafo acumulativo provocado por
especies reactivas del oxigeno dependen, entre otros factores, del tipo de tejido

u 6rgano en el cual se manifiesta el proceso oxidativo (Edrey, 2014).

4.4.1. Determinacion de la citotoxicidad celular en células endoteliales

Como paso inicial, se procedid a determinar la posible citotoxicidad de las
concentraciones seleccionadas del extracto en la linea celular EA.hy926, con el

objetivo de identificar condiciones seguras para los ensayos posteriores.
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Para ello, las células endoteliales humanas EA.hy926 fueron incubadas durante
24 horas con concentraciones crecientes del extracto de Nicotiana tabacum L.
enriquecido con solanesol, y la viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo
de MTT (Figuras 36 y 37). El analisis del extracto crudo demostré que no
existieron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los grupos
tratados y el grupo control negativo. La incubacion con el extracto no indujo una
disminucién significativa en la viabilidad celular en comparacién con el grupo
control ni con el estandar de solanesol, lo que sugiere una baja citotoxicidad en

las condiciones ensayadas.

Sin embargo, se observd que una concentracion de 10 mg/mL del extracto
(CE10) presentdé la mayor toxicidad (reduccion del 30% en la viabilidad), aunque
sin diferencia significativa con respecto al control positivo. Este efecto podria
atribuirse a la presencia de otros compuestos en el extracto crudo con potencial
citotdxico o a la posible presencia de residuos de solventes organicos derivados
del proceso de preparacion. Por otro lado, las concentraciones CE 0,01, CE 0,1
y CE 1 evidenciaron una baja citotoxicidad, sin diferencias estadisticamente
significativas en comparacién con el control negativo ni con el estandar de

solanesol a una concentracion de 1 mg/mL.
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Figura 36: Efecto sobre la viabilidad de células endoteliales del extracto crudo de
solanesol. Los valores son promedios + D.E. (n=4). 'Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un factor, p

< 0,05. Elaboracion propia.

Por otro lado, al analizar las fracciones purificadas del extracto crudo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control

positivo y el estandar de solanesol en comparacion con los grupos tratados (p >
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0,05). Como se muestra en la Figura 36, la incubacién con dichas fracciones no

provocé una reduccion significativa en la viabilidad celular respecto al control.

Dentro de las condiciones evaluadas, la fraccion CF 0,01 present6é la mayor
citotoxicidad, con una reduccion aproximada del 20% en la viabilidad celular; sin
embargo, esta disminucion no fue estadisticamente significativa en comparacion
con el control negativo. Esta baja toxicidad podria atribuirse a una menor
concentracion del metabolito de interés en esta fraccion. En contraste, la fraccion
CF 10 mostré la menor toxicidad, sin efectos negativos sobre la viabilidad celular

(0% de reduccion).
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Figura 37: Efecto sobre la viabilidad de células endoteliales en las fracciones de
extracto obtenidas. Los valores son promedios + D.E. (n=4). 'Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas entre medias, segun ANOVA de un factor,

p < 0,05. Elaboracion propia.

Mediante el ensayo de viabilidad celular MTT, se evalu6 el potencial citotoxico
del extracto de Nicotiana tabacum L. enriquecido con solanesol en la linea celular

EA.hy926. Los resultados indicaron que dicho extracto no presenta efectos
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citotoxicos sobre estas células, ya que la viabilidad se mantuvo similar al control

y en algunas concentraciones incluso mostré un aumento significativo.

El solanesol es un alcohol terpénico presente en plantas de la familia Solanaceae,
como el tabaco y la papa, reconocido por sus propiedades farmacoldgicas, entre

las que destacan actividades antioxidantes y antitumorales.

Es relevante sefialar que la ausencia de citotoxicidad observada en este estudio
difiere de lo reportado por O. Alvarez (2019), quien investigd la actividad
citotoxica del extracto etandlico y saponinas aisladas de Solanum elaeagnifolium
en células de cancer de mama, obteniendo un IC5, de 14,5 pg/mL y evidenciando
una actividad citotoxica significativa. En ese mismo trabajo, el autor recomendé
evaluar la toxicidad en células normales para establecer selectividad. Asimismo,
Hernandez (2017) reportdé que una fraccion aislada (FVLC7) del extracto
metandlico de frutos de Solanum elaeagnifolium redujo significativamente la
viabilidad celular en lineas tumorales humanas (Vero, HeLa y MCF-7), con una

disminucién del 66,10% en la linea MCF-7.

Por otra parte, Arias (2018) estudio la actividad antitumoral de extractos de tres
especies de Kalanchoe (K. pinnata, K. gastonis-bonnieriy K. flammea) en células

de cancer de prostata (PC3). Los extractos contenian metabolitos secundarios
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como terpenos y alcaloides. El extracto de acetato de etilo de K. flammea mostro
un I1Cs, de 33,23 ug/mL en células PC3 y no fue toxico para linfocitos normales,
sugiriendo una posible selectividad hacia células tumorales, lo cual concuerda

con la baja citotoxicidad observada en nuestro estudio.

A partir de esta base, se procedid a evaluar el efecto del extracto sobre la
generacion y neutralizacion de ROS en las células, dado que la modulacién del
estrés oxidativo es uno de los mecanismos principales asociados a las
propiedades terapéuticas de compuestos bioactivos como el solanesol. Este
analisis permitira profundizar en la comprension del potencial antioxidante y

protector del extracto en un contexto celular.

4.4.2. Deteccion de especies reactivas de oxigeno total

La actividad antioxidante de las muestras fue evaluada mediante un ensayo de
inhibicion de ROS inducidas por peréxido de hidrogeno, utilizando la sonda

DCFH-DA para cuantificar la fluorescencia tras 5 minutos de incubacion. Los
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resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién de ROS en relacién con

el control positivo.

En la Figura 38 se evidencia un aumento significativo (p < 0,05) en la
fluorescencia relativa (URF) del grupo control positivo en comparacién con el
control negativo, lo que indica una marcada induccion del estrés oxidativo. Las
muestras tratadas con concentraciones de 0,01; 0,1 y 1 mg/mL mostraron una
reduccion significativa en la fluorescencia respecto al control positivo,
evidenciando un efecto protector dosis-dependiente. No obstante, a la
concentracion de 10 mg/mL (C10), dicho efecto protector disminuyd, lo que
sugiere una posible pérdida de eficacia o un comportamiento bifasico a altas
concentraciones. Esto coincide con reportes previos que indican que
concentraciones bajas de extractos pueden modular eficazmente los niveles de
ROS, mientras que concentraciones elevadas podrian generar efectos

prooxidantes (Zhou, 2016).

Estos resultados contrastan con los obtenidos en la evaluacion in vitro de
capacidad antioxidante del extracto, ya que en presencia de H,0,, ciertos
compuestos fendlicos o reductores pueden favorecer la formacion de radicales
hidroxilos mediante reacciones tipo Fenton, especialmente si hay trazas de iones

metalicos, actuando como prooxidantes. Sin embargo, en otros sistemas, estos
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mismos compuestos pueden capturar radicales libres y proteger a las células,

manifestando una actividad antioxidante (Deavall, 2012).
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Figura 38: Efecto del extracto derivado de Nicotiana Tabacum L. sobre la generacion
de ROS en células endoteliales humanas inducida por H20; (0,3%). Células control

(Control+) con H202, (Control -P) células con sonda y sin H2O2 en ausencia de
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extractos, (C 0.01-10) diferentes concentraciones del antioxidante, (SE) estandar de
solanesol. 'Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre

medias, segun ANOVA de un factor, p < 0,05. Elaboracion propia.

Finalmente, los extractos tratados con concentraciones entre 0,01 y 0,1 mg/mL
no presentaron diferencias significativas en la URF respecto al estandar de
solanesol, lo que sugiere una actividad antioxidante moderada para estas

muestras.

Un estudio publicado en Toxicology in Vitro examind los efectos del humo de
tabaco y de extractos derivados sobre células epiteliales, revelando que el
extracto de tabaco puede ejercer un efecto antioxidante a bajas concentraciones
y un efecto prooxidante a concentraciones elevadas, dependiendo de los

componentes especificos presentes en el extracto (Centeno, 2024).

De manera similar, en cultivos celulares de HepG2 se evalud la capacidad de la
nicotina para inducir estrés oxidativo. Los resultados indicaron que la nicotina
favorece la generacién de especies reactivas de oxigeno, sugiriendo un efecto
prooxidante en estas células. Sin embargo, también se identificaron compuestos

antioxidantes en los extractos de tabaco que mitigaban este efecto cuando se
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encuentran a bajas concentraciones, lo cual explica el comportamiento

observado en nuestro estudio respecto al extracto crudo (Yarahmadi, 2017).

En contraste, al analizar las fracciones obtenidas tras el proceso de purificacion
del extracto, se observé un efecto antioxidante claramente pronunciado, tal como
se muestra en la Figura 39. La fracciéon CF a una concentracion de 1 mg/mL (CF
1) presentd la mayor capacidad antioxidante, exhibiendo valores de inhibicion
moderada que fueron comparables con el estandar de solanesol (SE) y con el
control negativo. Las concentraciones mas bajas de CF (0,01 y 0,1 mg/mL)
también evidenciaron efectos antioxidantes que fluctuaron entre niveles bajos y

moderados a los cinco minutos de reaccion.

Estos hallazgos sugieren que el proceso de fraccionamiento permitié concentrar
compuestos con actividad antioxidante, al tiempo que elimind moléculas con
potencial prooxidante presentes en los extractos crudos. Este comportamiento
diferencial entre el extracto original y sus fracciones destaca la relevancia de la
purificacion para revelar el verdadero potencial antioxidante de los metabolitos

presentes en la matriz vegetal estudiada.

En conclusion, las fracciones puras demuestran una capacidad significativa para

contrarrestar el estrés oxidativo inducido, lo cual estd en concordancia con
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estudios previos que atribuyen dichas propiedades antioxidantes a estos

compuestos.
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Figura 39: Efecto de las fracciones derivadas de Nicotiana Tabacum L. sobre la
generacion de ROS en células endoteliales humanas inducida por H>O> (0,3%).
Células control (Control+) con H>O-, (Control -P) células con sonda y sin H.O» en
ausencia de extractos, (C 0.01-10) diferentes concentraciones del antioxidante, (SE)
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estandar de solanesol. 'Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas entre medias, segun ANOVA de un factor, p < 0,05. Elaboracién propia.

El solanesol ha sido ampliamente estudiado debido a sus destacadas
propiedades antioxidantes. En una investigacion publicada por X. Liu, Zhang, X.,
& Xu, H (2015) en Food & Function, se evalué su capacidad para neutralizar
radicales libres lipidicos y prevenir la peroxidacion de lipidos, asi como su
capacidad para inhibir la actividad de la enzima tirosinasa. Los resultados
mostraron que el solanesol es eficaz en la captura de radicales libres, lo que
sugiere su potencial utilidad en la prevencion del envejecimiento cutaneo y en la

inhibicién de la formacién de placas seniles.

Asimismo, una revision sistematica publicada en Frontiers in Pharmacology (L.
Zhang, Wang, Y., & Lin, Y, 2019) recopilé6 multiples estudios que destacan,
ademas de su capacidad antioxidante, las propiedades antiinflamatorias,
neuroprotectoras y antimicrobianas del solanesol. Estos efectos beneficiosos se
atribuyen, en gran medida, a su capacidad para modular la produccién de
especies reactivas de oxigeno y regular diversas rutas de sefalizacion celular

implicadas en procesos inflamatorios y oxidativos.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio para las fracciones del extracto
de Nicotiana tabacum L., ricas en solanesol, confirmaron su eficacia antioxidante,
en concordancia con lo reportado por L. Zhang, Wang, Y., and Wang, Q (2023).
En dicho estudio, se evalud el efecto protector del solanesol frente al dafo
oxidativo inducido por hiperglucemia en hepatocitos humanos normales (células
L-02). Los resultados demostraron que el solanesol mejoré la viabilidad celular,
disminuy® la liberacion de enzimas hepaticas como ALT, AST y LDH, incremento
la actividad de las enzimas antioxidantes GSH-Px, SOD y CAT, regulé los niveles
intracelulares de ROS, inhibié la peroxidacion lipidica y restauré el potencial de
membrana mitocondrial. Ademas, el solanesol promovio la activacion de la via
Nrf2 mediante la inhibicion de Keap1, favoreciendo la translocacién nuclear de
Nrf2 y la expresion de genes antioxidantes regulados aguas abajo, como NQO1

y HO-1.

En otro estudio X. a. L. Yao, B (2017), demostraron que el solanesol inducia la
expresion de HO-1 y suprimia la produccion de citocinas proinflamatorias en
células RAW264.7, a través de la activacidn de las vias de sefalizacion p38 y
Akt. Este efecto sugiere una accion antiinflamatoria mediada por la regulacién de

especies reactivas del oxigeno.
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En este contexto, la demostracion de una actividad antioxidante eficaz,
combinada con una baja citotoxicidad, justifica la exploracién del extracto
fraccionado en el desarrollo de formulaciones tépicas. Esta propuesta busca
aprovechar el potencial del solanesol y otros compuestos bioactivos del extracto

en la proteccion cutanea frente al estrés oxidativo.

De este modo, los ensayos celulares realizados no solo validan la bioactividad
del extracto en condiciones controladas, sino que establecen una base cientifica
solida para su aplicacion en el disefio de estrategias terapéuticas innovadoras y

seguras en el ambito dermatoldgico y cosmeceéuticos.

4.5. Formulacién de un gel a base de solanesol

Se desarrollaron dos formulaciones tépicas utilizando tanto el extracto crudo
como la fraccién purificada de Nicotiana tabacum L., incorporadas en una matriz
polimérica de Carbopol. Estas formulaciones presentaron caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para su uso cutaneo, justificando el uso de Carbopol
por su elevada capacidad de retencién hidrica, transparencia, compatibilidad con
principios activos lipofilicos y aceptable perfil sensorial sobre la piel.
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El gel formulado con el extracto crudo mostré una coloracion amarilla translucida,
mientras que la formulacion con la fraccién unificada presentd una apariencia
blanca translucida. Esta diferencia visual se atribuye a la eliminacion de
compuestos cromoéforos —como pigmentos, flavonoides y otros polifenoles—
durante el proceso de purificacion. Cabe destacar que estos resultados coinciden
con lo reportado por Naik (2023), quien describié una apariencia blanquecina y
translucida en geles formulados con solanesol al 1% utilizando Carbopol 934, lo
cual concuerda con la apariencia observada en nuestra formulacion purificada

(Figura 40).
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Figura 40: Gel formulado a base de solanesol; A, gel de crudo de extracto; B, gel de

fraccion purificada. Elaboracién Propia

4.5.1. Parametros fisicoquimicos del gel de solanesol

Ambas formulaciones desarrolladas, tanto la que contiene el extracto crudo como

la basada en la fraccion purificada, mostraron una adecuada homogeneidad, lo
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que asegura una distribucién uniforme del principio activo en toda la matriz del
gel. El valor de pH registrado se mantuvo dentro del rango neutro, con 7,3 + 0,07
para el gel con extracto y 7,2 + 0,02 para la formulacién con la fraccion unificada,
siendo ambos valores compatibles con el pH fisioldgico de la piel. Estos hallazgos
son consistentes con lo reportado por Sridevi (2017), quien también observé un
pH casi neutro en formulaciones similares, o que las hace adecuadas para

aplicaciones tépicas sin riesgo de irritacion cutanea.

Los valores de viscosidad obtenidos indican que ambas formulaciones presentan
una consistencia ligera, favoreciendo su aplicacién sobre la piel y su rapida
absorcion. Esta propiedad permite una adecuada extensibilidad del producto sin
que este se disperse de manera excesiva. Sin embargo, estos resultados difieren
parcialmente de los reportados por Sridevi (2017), donde se observaron
formulaciones de mayor viscosidad, posiblemente debido a diferencias en la

concentracion del polimero incorporado.

En cuanto al contenido de principio activo, el gel elaborado a partir del extracto
crudo presentd un contenido de droga de 1,094 + 0,01%, mientras que el gel
formulado con la fraccion unificada mostré un contenido de 0,974 + 0,03%. Estos
resultados evidencian que ambas formulaciones conservaron de forma adecuada

el principio activo durante el proceso de incorporacioén al vehiculo gelificante, con
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valores cercanos al 100% de recuperacién esperada; mostrando una buena
correspondencia entre el valor tedrico y el contenido experimentalmente

determinado mediante espectrofotometria UV-Visible.

La ligera desviacion positiva en la formulacion con extracto podria deberse a la
presencia de otros compuestos absorbentes a 220 nm en el extracto crudo, lo
cual podria haber sobreestimado levemente la concentracién de solanesol
durante la lectura espectrofotométrica. En contraste, la formulacion con la
fraccion unificada, al haber pasado por un proceso de purificacién, mostré un
contenido mas ajustado a la concentracién tedrica, con una variabilidad
ligeramente mayor atribuible a la precision de la técnica analitica y al

procedimiento de muestreo.

Estos resultados estan en concordancia con estudios previos como los de Naik
(2023), quien reportd una recuperaciéon del 98% del principio activo en
formulaciones gelificadas con solanesol utilizando Carbopol 934, destacando su
compatibilidad con compuestos lipofilicos y su capacidad de mantener la
estabilidad del principio activo. Asimismo, los valores de pH y viscosidad
obtenidos se mantienen dentro de rangos aceptables para formulaciones topicas,
favoreciendo la estabilidad fisicoquimica del principio activo y su adecuada

liberacién desde la matriz gelificada.
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En conjunto, los resultados del contenido de droga respaldan la efectividad del

método de incorporacion empleado y sugieren que ambas formulaciones son

viables para estudios posteriores de estabilidad, liberacion y evaluacion bioldgica

del solanesol.

El contenido de farmaco en las formulaciones desarrolladas se mantuvo dentro

de los limites establecidos por la Farmacopea India (IP), garantizando asi la

calidad y estabilidad del producto final. Los valores obtenidos se resumen en la

Tabla 6.

Parametros
Color y Apariencia
Homogeneidad
pH
Viscosidad (cps)

Contenido de droga (%)

Extracto
Amarillo y translucido
Buena
7,3+0,07
3719 + 47

1,094 £ 0.01

Fraccion Unificada
Blanco y translucido
Buena
7,2+0,02
3884 + 47

0,974 + 0.03

Tabla 6: Evaluacion del Gel de Solanesol
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En sintesis, los resultados obtenidos evidencian que la matriz gelificada
elaborada con Carbopol permitié el desarrollo de una formulacion tépica con
caracteristicas fisicoquimicas compatibles con los estandares previamente
reportados en la literatura cientifica. Esto posiciona a las formulaciones
disefiadas como candidatas prometedoras para futuras evaluaciones enfocadas
en la estabilidad del producto, el perfil de liberacion del principio activo y la
validacion de su eficacia biolégica. En conjunto, las formulaciones desarrolladas
representan sistemas potencialmente seguros y estables para la liberacion topica
de solanesol, sentando las bases para futuras evaluaciones de estabilidad

acelerada, perfiles de liberacion y ensayos bioldgicos sobre lineas celulares.

Considerando la baja citotoxicidad observada en modelos celulares, la capacidad
antioxidante intracelular validada, y las propiedades fisicoquimicas adecuadas de
las formulaciones tdpicas, se consolida el potencial del solanesol extraido de
residuos de Nicotiana tabacum L. como candidato prometedor para el desarrollo
de productos dermatoldgicos. En las conclusiones generales se discutiran los
aportes integrales de este estudio, asi como sus implicancias para el
aprovechamiento de subproductos vegetales en el disefio de formulaciones

terapéuticas innovadoras.
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5. CONCLUSIONES

1. Se logré obtener un extracto enriquecido en solanesol a partir de hojas de
Nicotiana tabacum L. con un 94% de pureza mediante una extraccién asistida
por ultrasonido, la cual demostré ser eficiente, rapida y menos demandante

en cuanto a solventes y energia, en comparacion con metodos tradicionales.

2. El extracto y sus fracciones evidenciaron propiedades antioxidantes
significativas, con un ICso de 0,89 ug/mL, determinadas a través de multiples
ensayos in vitro. Se observo actividad relevante en la determinacion de
grupos reductores, inhibicion del radical DPPH, quelacion de iones metalicos
de transicion y neutralizacion del radical hidroxilo; ofreciendo una proteccién

integral frente al estrés oxidativo.

3. En las pruebas realizadas con células endoteliales humanas, el extracto no
presentd citotoxicidad significativa, incluso a concentraciones elevadas.
Ademas, se demostrd su capacidad para reducir la generacion de especies
reactivas de oxigeno inducidas por peroxido de hidrogeno, mostrando un
efecto protector dependiente de la concentracion. Este efecto fue mas

pronunciado en las fracciones purificadas, lo cual sugiere que el
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fraccionamiento mejora la eficacia antioxidante del extracto al eliminar

compuestos prooxidantes.

Se formulé un gel a base del extracto enriquecido con un 98% de solanesol
que presentd caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para su uso topico.
Estas propiedades aseguran estabilidad, aplicabilidad y compatibilidad
dérmica, posicionando al gel como una potencial alternativa cosmecéutica o

terapéutica para afecciones cutaneas asociadas al estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos respaldan el potencial terapéutico del solanesol
como agente antioxidante y protector celular, especialmente en contextos
relacionados con el dafo oxidativo cutaneo. Ademas, se promueve el
aprovechamiento de residuos de la industria tabacalera para la obtencion de
productos de valor agregado, lo cual constituye una estrategia sustentable e

innovadora.
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